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APRESENTACAO

A importancia da ciéncia ao longo dos tempos € indiscutivel. Suas inumeras
contribuicbes tém garantido avangos tecnoldgicos que favorecem as transformagdes na
relacdo do homem com o meio em que vive.

Na area farmacéutica nado é diferente, grandes descobertas tém possibilitado o
controle de epidemias, redugéo nos indices de mortalidade e aumento da vida média das
pessoas. Neste contexto, a situagéo vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre
a relevancia do papel da ciéncia na dinamica da vida das pessoas e da sociedade como
um todo.

A coletanea “Farmacia e Promog¢ao da Saude” representa um estimulo para que
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciéncia de uma
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensao
do conhecimento que emerge das ciéncias farmacéuticas. Estdo reunidas pesquisas de
areas como: tecnologia farmacéutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia,
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros
assuntos de areas correlatas.

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciéncia, a Atena
Editora, através dessa publicacao, traz um rico material pelo qual sera possivel atender
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas tematicas aqui abordadas.
Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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RESUMO:OvirusHIV(HumanImmunodeficiency
Virus) afeta o sistema imune do hospedeiro
levando a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida. Cerca de 37,9 milhdes no mundo
vivem com HIV, onde aproximadamente 24,5
milhdes tem acesso a terapia antirretroviral. O
efavirenz € um dos farmacos disponiveis para
o tratamento, porém possui baixa solubilidade

aquosa. Isso acaba prejudicando a absorgéo,
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tornado o farmaco menos biodisponivel. Para minimizar essa limitacdo, a associacdo do
efavirenz com beta-ciclodextrina possibilita incrementar a solubilidade, aumentando a eficacia
clinica. A incorporagdo de um sistema binario em comprimidos orodispersiveis (COD) se
transforma em uma alternativa terapéutica. A principal caracteristica de um COD € a sua
desintegracao na cavidade oral em menos de 45 segundos, ndo necessitando a utilizagcao de
liquidos. O sistema binario foi obtido por coevaporagao e caracterizado quanto a solubilidade,
Calorimetria Exploratdria Diferencial e Difratometria de Raios-X, que sugeriram a formacgao de
complexo de inclusdo, com um aumento de 118% na solubilidade, diminui¢gdo da intensidade
energética e perda parcial da cristalinidade do efavirenz. Foi realizado planejamento quali-
quantitativo de excipientes para as formulacdes. Os controles de qualidade dos lotes foram
feitos conforme a Farmacopeias Brasileira e Americana. O lote que apresentou menor
tempo de desintegracdo, com boa friabilidade e dureza foi o LB2. Além disso, um aumento
significativo da velocidade de dissolugéo do efavirenz, tendo dissolvido mais de 83% o teor
do farmaco em menos de 15 minutos. Com isso, os COD se tornam uma alternativa para
o tratamento da SIDA, além de possuir uma facil administracdo melhorando a adesao ao
tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Efavirenz; Ciclodextrina; Comprimido orodispersivel.

DEVELOPMENT OF TABLETS BASED ON INCLUSION COMPLEX CONTAINING
EFAVIRENZ

ABSTRACT: The HIV (Human immunodeficiency virus) affects the host's immune system
leading to Acquired Immunodeficiency Syndrome. About 37.9 million worldwide are living with
HIV, where approximately 24.5 million have access to antiretroviral therapy. Efavirenz is one of
the drugs available for treatment, however it has low aqueous solubility. This ends up impairing
absorption, making the drug less bioavailable. To minimize this limitation, the combination of
efavirenz with beta-cyclodextrin makes it possible to increase solubility, increasing clinical
efficac . The incorporation of a binary system in orodispersible tablets (COD) becomes a
therapeutic alternative. The main characteristic of a COD is that it disintegrates in the oral
cavity in less than 45 seconds, not requiring the use of liquids. The binary system was obtained
by coevaporation and characterized in terms of solubility, differential scanning calorimetry and
X-ray diffraction, which suggested the formation of an inclusion complex, with an increase of
118% in solubility, decreased energy intensity and partial loss of efavirenz crystallinity. Quali-
quantitative planning of excipientswas carried out for the formulations. The batch quality
controls were carried out in accordance with the Brazilian and American Pharmacopoeia.
The batch with the shortest disintegration time, with good friability and hardness was LB2. In
addition, a significant increase in the speed of dissolution of efavirenz, having dissolved more
than 83% of the drug content in less than 15 minutes. Thus, CODs become an alternative
for the treatment of AIDS, in addition to having an easy administration improving treatment
adherence.
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11 INTRODUCAO

O virus HIV (Human immunodeficiency virus) € um retrovirus pertencente a subfamilia
Lentivirinae. Suas consequéncias clinicas devem-se a sua capacidade de desarmar
o sistema imune do hospedeiro, afetando e destruindo células especificas do sistema
imunoldgico, conhecidas como células CD4+. Com isso, o0 organismo fica susceptivel
a infecgdes oportunistas, levando a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA, em
inglés AIDS) (LAURENCE, 2012; BRASIL, 2015).

Segundo estimativas feitas pelo UNAIDS, um Programa Conjunto das Nag¢des Unidas
sobre HIV/AIDS, com base nos dados fornecidos em 2019, cerca de 770.000 pessoas
morrem devido as causas relacionadas a SIDA. O numero de pessoas vivendo com HIV
sao de 37,9 milhdées no mundo, destas 1,7 milhdo s&o de criangas menores de 15 anos.
Aproximadamente 24,5 milhdes de pessoas com HIV tem acesso a terapia antirretroviral
(UNAIDS, 2019).

A introduc&o da terapia antirretroviral combinada com outras drogas, que se deu a
partir da década de 90, influenciou na reducédo da taxa de mortalidade e morbidade de
pacientes infectadas pelo HIV. Isso se deve ao complexo esquema terapéutico existente,
assegurando crescimento e desenvolvimento adequado, além preservar, melhorar ou
reconstituir o funcionamento do sistema imunolégico, reduzindo a ocorréncia de infecgdes
oportunistas (BRASIL, 2014; SANTOS, 2016).

Nesse sentido, a ampliacdo do acesso ao tratamento do HIV é essencial para por
fim a epidemia. Estudos demonstram a eficacia da terapia antirretroviral na prevencao de
novas infecgdes. Isso se deve ao seu duplo beneficio: salvar a vida de pessoas que vivem
com HIV e restringir a propagacéao do virus, no qual a farmacoterapia € um dos pilares de
uma resposta eficaz (KARIM, 20 1; COSTA et al., 2018).

O arsenal terapéutico antirretroviral € composto atualmente por 23 farmacos
licenciados pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso clinico. Dentre os diversos
farmacos disponiveis para terapia anti-HIV, temos o Efavirenz (EFZ), que é um inibidor
de transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosideos (ITRNN), como terapia de primeira
linhaem associagdo com dois inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos
(ITRNs), que séo a zidovudina e a lamivudina (BASTOS et al., 2016; CAVALCANTE et al.,
2017).

De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), o EFZ é um
farmaco classe Il (baixa solubilidade e permeabilidade elevada), que apresenta uma
baixa absor¢&o gastrointestinal, devido a sua solubilidade inadequada nos fluido
gastrointestinais, e uma alta permeabilidade. Além disso, a biodisponibilidade oral do
farmaco é entre 40% e 45% (FANDARUFF et al., 2015; MARQUES et al., 2017).

Kl
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Dessa forma, uma das maneiras de minimizar estas limitagdes fisico-quimicas
apresentadas pelo EFZ é a complexacdo com ciclodextrinas (CD). As CD sao
oligossacaridos ciclicos formados por moléculas de D-glicose. Possuem um interior
hidréfobico, o qual pode acomodar farmacos lipofilicos, e exterior hidrofilico, promovendo
uma maior interagdo com 0 meio aquoso uma vez que possui hidroxilas livres. Esse arranjo
estrutural possibilita a utilizacdo de substancias para a formacdo de complexo de inclusao
(UEKAMA, 2004; VIEIRA et al., 2015).

A associacao de beta-cliclodextrina (BCD) com o EFZ, um farmaco de baixa
solubilidade, permite incrementar a solubilidade do farmaco e, consequentemente,
aumentar a eficacia clinica do medicamento (VIEIR et al., 2015).

Recentes resultados mostram a eficacia do uso em criancas do efavirenz em
associacao com um ou dois ITRN. Com isso, formulagbes a base de EFZ estdo sendo
propostas como alternativa para o tratamento de pacientes pediatricos (LARRU et al.,
2014). Assim, sera obtido sistema binario de EFZ com ciclodextrina e posteriormente
incorporagcdo em comprimidos orodispersiveis (COD).

COD é uma forma farmacéutica sélida que tem rapida desintegragao na cavidade oral
sem necessidade de administracdo concomitante com agua. Possui facil administragao
em pacientes pediatricos e & preferivel devido a facil degluticdo, melhorando a adesao
ao tratamento. Estudos mostram que COD aumentam a biodisponibilidade de farmacos
pouco soluveis, uma vez que tem desintegracéo rapida acelerando a disponibilidade do
farmaco no sitio de acdo (SLAVKOVA E BREITKREUTZ, 2015).

2| METODOLOGIA

2.1 Obtencao da mistura fisica (MF)

O efavirenz (EFZ) e a beta-ciclodextrina (BCD) foram pesadas em quantidades
estequiométricas de 1:1 (mol:mol) e homogeneizados em almofariz de porcelana com
o auxilio de um pistilo, através do método de diluicdo geométrica. Posteriormente,
uniformizou-se o material em tamis com abertura de 250 um.

2.2 Obtencao de sistemas binarios por co-evapoacao (COE)

Quantidades estequiométricas de 1:1 (mol:mol) do EFZ e BCD foram pesadas e
solubilizadas em solugao hidroalcodlica 1:1 (v/v) separadamente sob agitagdo mecanica.
Apds completa solubilizagao dos compostos, as solugdes foram vertidas e deixadas em
agitacao oscilante por 24 horas, antes de serem submetidas a evaporagéo sob pressao
reduzida (-800 + 20 mbar) a uma temperatura de 50 £ 5°C em rotaevaporador. Apos a
evaporagao dos solventes, o material foi colocado em estufa com circulagéo de ar a 60°C
por 3h. Ja seco, uniformizou-se o material em tamis com abertura de 250 ym.
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2.3 Caracterizacao
2.3.1 Ensaio de solubilidade

A solubilidade foi determinada adicionando excesso de EFZ e dos complexos de
inclusdo em 10 mL de agua em tubos de ensaio com tampa de borracha e mantidos
sob agitagdo com movimentos reciprocos por 48 horas, com velocidade de 150 rpm e
temperatura de 37 °C em banho-maria. Apds o periodo de agitagdo, as amostras foram
diluidas na proporgcao de 1:10 e quantificadas através do espectrofotdbmetro- UV-vis no
comprimento de onda de 247 nm.

2.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidos em calorimetro com atmosfera de nitrogénio com
um fluxo de 50 mL.min"" e razdo de aquecimento de 10°C.min"', numa faixa de temperatura
de 20°C a 350°C. O material foi colocado em porta-amostra de aluminio hermeticamente
fechadas com massa de 2 mg £ 0,2.

2.3.3 Difratrometria de Raio- X (DRX)

Os padrées de DRX foram obtidos no difratdmetro equipado com anodo de cobre.
As amostras foram analisadas no intervalo de angulo de 3-50° a uma velocidade de
digitalizacdo de 0,02° por segundo e preparadas em suportes de vidro com uma fin
camada de amostra.

2.4 Planejamento qualitativo da formulacao

O planejamento das formulagdes teve como referéncia o Handbook de excipientes para
a escolha das melhores propor¢des de adjuvantes farmacéuticos. Foram desenvolvidos
trés lotes de bancadas com comprimidos orodispersiveis (COD) contendo 50mg de
efavirenz, no qual se variou a proporcao de desintegrantes, conforme tabela 1.

O sistema binario, o desintegrante e o manitol foram pesados e adequadamente
misturados em conjunto em um misturador em “V” de bancada. Posteriormente, o
estearato de magnésio e o talco foram pesados, adicionados a mistura e homogeinizado
por mais 10 minutos. O p6 foi comprimido numa compressora rotativa, utilizando uma

pungao bicdncava circular.
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Formulacgao Lote A Lote B Lote C

Sistema multicomponente 45, 95% 45, 95% 45, 95%

Celulose microcristalina 17,05% 17,05% 17,05%
Manitol 22% 22% 22%

Croscarmelose 10% - —————————

Crospovidona ————————- 10% e
Glicolato de amido sodico ————————- ————————- 10%
Estearato de magnésio 3% 3% 3%
Talco 2% 2% 2%

100% 100% 100%

Tabela 1: Excipientes para obtencgao de lotes de comprimidos orodispersiveis.

2.5 Planejamento quantitativo

Apos a escolha do melhor desintegrante, a partir do planejamento qualitativo,
as formulacdes foram desenvolvidas compostas por diferentes concentragcbes de
desintegrantes (10% e 15%) e de manitol (12%, 13% e 14%). As diferentes proporgdes do
superdesintegrante foram destinadas a avaliar a eficacia da desintegragao no comprimido
orodispersivel (COD). O percentual do sistema binario, estearato de magnésio e talco da
formulacédo foram mantidos constante em todos dos lotes desenvolvidos, ja a proporcao de
celulose microcristalina foi a quantidade suficiente para 100 % da formulagéo, conforme

Tabela 2.
= Lote de Bancada Lote de Bancada Lote de Bancada
Formulagao (LB) 1 (LB) 2 (LB) 3
Sistema

multicomponente 231,5 mg 231,5 mg 231,5 mg
Celulose microcristalina 133,5 mg 143,5 mg 113,5 mg

Manitol 70 mg 60 mg 65 mg

Crospovidona 50 mg 50 mg 75 mg

Estearato de magnésio 10 mg 10 mg 10 mg

Talco 5 mg 5mg 5mg

Tabela 2: Formulagao para obtencdo de comprimidos orodispersiveis

2.6 Controle de qualidade

Os controles de qualidade fisico-quimicos dos lotes de bancadas desenvolvidos

foram realizados de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5% edicdo e Farmacopeia

Americana 37" edigao.
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2.6.1 Peso médio

Foram pesados 20 comprimidos orodispersiveis individualmente em uma balanca
analitica e determinou o peso médio de cada lote. Pode-se tolerar ndo mais que 2 das
20 unidades pesadas fora dos limites de variagao (+ 5,0% para comprimidos com 250 mg
ou mais) e nenhuma unidade pode ter o dobro dos valores da faixa de variagédo (BRASIL,
2010).

2.6.2 Dureza

Foram colocados 10 comprimidos no durémetro, individualmente, retirando qualquer
residuo superficial. Ao fim do teste, foi calculada a dureza média de cada lote (BRASIL,
2010).

2.6.3 Friabilidade

Foram pesados 20 comprimidos de cada lote e colocados no friabildbmetro a 100
rotacdes. Ao fim, foram removidos os residuos superficiais e pesados novamente.
Aplicaram-se os valores na férmula: Friabilidade = P[P;Lpf X 100 ' em que Pi= peso inicial e
Pf= peso final. A variagdo de peso nao podia ultrapassar 1,5% de perda (BRASIL, 2010).

2.6.4 Desintegracéao

Foram analisados 6 comprimidos de cada lote em meio aquoso, a 37°C. Cada
comprimido foi colocado em um dos tubos da cesta do aparelho. Observou-se o tempo
em que o ultimo comprimido se desintegra (USP, 2014).

2.6.5.Dissolucao

O ensaio de dissolug&o ocorreu a uma velocidade de 100 rpm, com aparato 2 (pa),
em uma temperatura de 37°C £ 0,5. Utilizaram-se 900 mL de lauril sulfato de sédio a
1% como meio de dissolugao. O tempo de duragao foi de 60 minutos e era retirado uma
aliquota de 3 mL nos tempos de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos apds o inicio do teste. Apds
cada coleta, era feita a reposicao do meio de cada cuba. De cada aliquota, era retirado
1 mL, e diluida com o meio de dissolugdo em baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida,

analisadas em espectrofotémetro no comprimento de onda de 247nm.

2.6.6 Teor

Para quantificacdo do efavirenz na formulacao, foram pesados e pulverizados 20
comprimidos. Transferiu-se a quantidade equivalente a 0.0125g de efavirenz para balao
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volumétrico de 100 mL e adicionaram-se 70 mL de etanol absoluto. Deixou-se em ultrassom
por 5 minutos, e completou-se o volume. A solugao padrao foi nas mesmas condigoes, e
as absorbancias das solugdes foram medidas a 247nm, utilizando etanol absoluto para
ajuste do zero (BRASIL, 2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de solubilidade

De acordo com os resultados do ensaio de solubilidade aquosa, representados na
figura 1, foi possivel verificar o efeito positivo das BCD no que tange ao incremento de
solubilidade do farmaco, tanto na forma de mistura fisica, quanto na forma supostamente
complexada. Pode-se observar um incremento de solubilidade de 50% na mistura fisica e

de 118% na obtencao por coevaporacao em relacdo ao EFZ isolado.

20,38

14 .49

10

Concentracado (pug/mil)

EFZ MF COE

Figura 1: Solubilidade em agua (ug/mL) do efavirenz (EFZ), mistura fisica (MF) e sistema binario por
coevaporagéo (COE).

O aumento da solubilidade do efavirenz pode ter sido promovido pela complexagao
com a BCD. Isso ocorre devido a presenca de hidroxilas livres na parte externa da
ciclodextrina, conferindo a essas moléculas, um carater hidrofilico, permitindo a dissolug¢ao
em meio aquoso de compostos de baixa solubilidade (MELO et al.; 2013).

3.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A curva DSC (figura 2) obtida para o EFZ apresenta um pico endotérmico em
aproximadamente 139,1°C correspondente ao ponto de fusdo do farmaco. Esse pico
€ seguido por outro endotérmico em aproximadamente 186°C, que estad associado a
termodecomposig¢ao do farmaco. O resultado sugere que o EFZ se encontra na forma
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cristalina mais termodinamicamente estavel, forma |, com faixa de fusdo foi de 138° -
140°C (RADESCA et al., 1999).

AcurvaDSC daBCD apresentafenédmenos endotérmicos alargados emtornode 100°C
e 300°C, referentes a perda de agua da cavidade da ciclodextrina e termodecomposi¢céo do
composto, respectivamente. Estes dados estdo de acordo com os relatados na literatura
(WANG, 2014).

O perfil térmico da mistura fisica apresenta um somatorio dos eventos encontrados
nos termogramas dos compostos isolados, com um pico de fusdo do EFZ bem definido e
picos referentes aos fenbmenos de desidratacdo e decomposigcao da BCD, sugerindo que
nao ha formacado de complexos de inclusao estaveis nestes sistemas binarios, uma vez
qgue o farmaco manteve a sua cristalinidade original.

Os eventos encontrados nos termogramas do sistema binario obtido por co-
evaporagao, observa-se uma expressiva diminuigao da intensidade energética desprendida
no processo de fusdo do efavirenz. Essa mudancga pode indicar a existéncia de fortes
interagdes intermoleculares, envolvendo o efavirenz e a BCD, sugerindo uma redugao do
estado cristalino do EFZ, com possivel formag¢ao do complexo de inclusado. Isso pode ser
confirmado com o estudo de solubilidade, onde se observa um aumento significativo na

solubilidade do farmaco, quando comparado com o farmaco isolado.

EFZ Cr : [ §

MF (EFZ+Beta-CD)

COE (EFZ+Beta-CD)

Beta-CD Ny

100 200 300

Temperatura (°C

Figura 2: Curvas DSC para o efavirenz (EFZ), beta- ciclodextrina (BCD), mistura fisica (MF) e sistema
binario por co-evaporagéo (COE).

3.3 Difratrometria de Raios- X (DRX)

Aformacao de complexos de inclusao no estado sélido esta frequentemente associada
ao aumento do grau de amorfiz ¢ao das substancias envolvidas. Nos difratogramas (figur
3), puderam ser observadas diferengas significativas nas posi¢cdes e intensidades dos
principais picos dos compostos, com possibilidade de desaparecimento ou diminuicao da
intensidade de alguns dos picos caracteristicos (RIBEIRO et al., 2003; CORDEIRO et al.,
2017).
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O perfil difratografico do EFZ pde em evidéncia o seu carater cristalino, apresentando
uma série de picos de difragado de elevada intensidade e definicdo com pico principal
de 6.16° (20) e picos secundarios em 14.34°, 17.08°, 20.3° 21.36° e 25.06° (26). O
difratograma da BCD revelou também o seu carater cristalino, com picos de difracdo mais
importantes em 7.31°, 10.39°, 12.39°, 14.59°, 17.91°, 21.84° e 22.84° (20) (VIEIRA et al.,
2015).
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Figura 3: Difratograma de Raios-X do efavirenz (EFZ), beta-ciclodextrina (3CD), mistura fisica (MF) e
sistemas binarios obtidos por co-evaporacéao (COE).

A comparagao dos perfis de difragdo dos componentes isolados com suas misturas
fisicas demonstrou que néo ocorreu a formagao de uma nova estrutura, sendo indicada
pela sobreposicao dos difratogramas.

O sistema binario obtido por co-evaporacido apresentou padrdoes de difracdo muito
semelhante ao da mistura fisica. As intensidades do pico principal do efavirenz foram
significativamente diminuidas, sugerindo uma perda parcial da cristalinidade do farmaco
influenciada pelo processo de obtengao dos complexos. Isso implica em um aumento do
grau de amorfizagédo do sistema, levando a uma maior solubilidad do farmaco.

Para farmacos cristalinos e com pouca solubilidade aquosa, a formacéao do complexo
estabiliza o farmaco na fase amorfa, sendo que o alto estado energético da fase amorfa
geralmente leva a um aumento significativo da solubilidade e, consequentemente, aumenta
a biodisponibilidade do farmaco. Dessa forma, os resultados obtidos na DRX evidenciam




a formacao do complexo (KAUSHAL, 2004).
3.4 Planejamento qualitativo e qualitativo

De acordo com os resultados obtidos no teste de desintegracao, pode-se selecionar
o melhor superdesintegrante com base no menor tempo de desintegragéo. Sendo assim, a
crospovidona foi a selecionada devido a desintegrar o comprimido em 22s, 0 menor tempo
entre os outros desintegrantes, e atender as especificacbes da Farmacopeia Americana

(USP, 2014) para comprimidos orodispersiveis.

Tipo de desintegrante Tempo de desintegragao
Lote A- Croscarmelose 1 minuto e 40 segundos
Lote B- Crospovidona 22 segundos

Lote C- Glicolato de amido sédico 50 segundos

Tabela 3: Tempo de desintegragao dos lotes utilizando superdesintegrantes diferentes.

Durante o processo de compressdo, o controle da forca de compressdo (FC)
mostrou-se a etapa mais critica do processo. Isso porque, caso aumentasse a FC os
COD obteriam bons resultados de dureza e friabilidade, no entanto, reprovariam no teste
de desintegragao. De forma contraria, com a redugédo da FC, os COD eram aprovados
no teste de desintegragdo, mas reprovavam na friabilidade. Essas dificuldades foram
superadas com variacdes na propor¢cao de manitol e crospovidona, até a obtencao da

formulacéao ideal.
3.5 Controle qualidade

Osresultados das analises do controle de qualidade, aplicado ao produto desenvolvido,
seguiram as recomendagdes gerais da Farmacopeia Brasileira 5% edicdo e Farmacopéia

Americana 37" edi¢cao, conforme a tabela 4.

Parametros Especificacoes LB1 LB2 LB3
Peso Médio (mg)? 500 mg + 5% 520,50 502,40 507,50
Dureza (N)? Informativo 3,85 2,52 3,05
Friabilidade (%)? < 1,5% 0,37 0,43 Reprovado
Desintegracao (s)® <45 36 15 22
Teor (%)* 90-110 98,70 99,50 96,00

Tabela 4: Controle fisico-quimico dos comprimidos orodispersiveis desenvolvidos
@ Especificagdes de acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edigao.

b Especificagdes de acordo com a Farmacopeia Americana (USP) 37" edigao.
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No que se refere ao peso médio, todos os lotes estdo dentro das especificagdes. No
entanto, observa-se que o lote LB1 encontra-se com uma variagao de peso maior que 0s
outros lotes desenvolvidos. Sugere-se que seja devido a maior proporgdo de manitol, que
possui um fluxo pobre prejudicando a manipulagao

Em relagdo aos testes de resisténcia mecanica, dureza e friabilidade, pode-se
observar que o lote LB3 foi reprovado na friabilidade, tendo em vista que um comprimido
se partiu ao meio. Isso pode ter acontecido devido a reducao no percentual de celulose
microcristalina, que é capaz de melhorar a compressibilidade de comprimidos reduzindo
a perda de massa (DOELKER, 1993; ZANG et al., 2003).

A desintegragdo € um dos parametros mais criticos no desenvolvimento de
comprimidos orodispersiveis, tendo em vista que o comprimido deve se desintegrar em até
45s. Os resultados dos tempos de desintegracdo demonstram que todos os comprimidos
atenderam as especificagdes da Farmacopeia Americana.

O teor de efavirenz calculado determinou que todos os lotes estdo dentro das
especificagdes preconizadas pelo compéndio oficial. As analises foram realizadas segundo
a equacao da reta obtida (y = 0,1026x + 0,0014) com coeficiente de correlagao linear =
0,9994 (BRASIL, 2014).

3.5.1 Dissolucao

A figura 4 mostra o perfil de dissolugdo da formulagdo LB2, o lote com o melhor
resultado no controle de qualidade. Observa-se o aumento significativo da velocidade
de dissolucdo do efavirenz, que pode ser atribuido a formulagdo orodispersivel, ao
sistema EFZ: BCD, a diminuicao da tensao superficial devido as propriedades molhantes
da [B-ciclodextrina e a reducao da cristalinidade do composto, obtido pela técnica de

coevaporagao.
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Figura 4: Perfil de dissolu¢cdo do comprimido orodispersivel (COD).
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Em menos de 15 minutos, o teor de farmaco dissolvido alcangou mais de 83%,
podendo esta formulagao ser considerada de liberacao “flash” (instantanea) para farmacos

de alta solubilidade em agua, que foi incrementada pela obtencédo do sistema binario.

41 CONCLUSAO

Através dos estudos de caracterizagao, pode-se sugerir a formagao de um complexo
de inclusdo com O efavirenz e a beta-ciclodextrina, no qual apresentou um incremento
na solubilidade de 118% em relagdo ao efavirenz sozinho. Em relagdo ao comprimido
orodispersivel, pode-se concluir que o lote que apresentou menor tempo de desintegragao,
com boa friabilidade e dureza foi o LB2. Essa forma farmacéutica € uma boa alternativa na
terapia antirretroviral na qual proporcionara varias vantagens aos pacientes, principalmente
os pediatricos, a medida que a forma farmacéutica desintegra-se rapidamente na boca (<
45 s), e ndo necessita de agua para administragdo, o que melhora a adeséo do paciente
ao tratamento.
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RESUMO: O armazenamento correto de
medicamentos € fundamental para manter a
sua estabilidade por todo prazo de validade,
visto que, se indevidamente armazenado, o
farmaco pode perder a sua poténcia e a sua
eficacia, prejudicando o tratamento. Inumeras
pessoas deixam os remeédios em locais
inadequados, como no carro, em contato com
altas temperaturas e choques mecanicos. A
embalagem e local de armazenamento das
espécies farmacéuticas sdo especificados na
Farmacopeia Brasileira, que, em geral, define o
uso de recipientes bem fechados e protegidos
da luz. Tal preocupacao faz parte da assisténcia

farmacéuticaqueobjetivaasseguraraefetividade
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do tratamento dos pacientes. Neste intuito, o
presente trabalho visa analisar comprimidos
nao revestidos de dipirona 500mg (genérico),
um medicamento analgésico largamente
utilizado, armazenando-o sob diferentes locais
domiciliares, por 45 dias. Os locais escolhidos
foram: interior do carro, banheiro e em cima do
forno microondas. Realizou-se testes fisicos,
quantitativos e qualitativos, sendo eles: peso
médio, propriedades organolépticas (aparéncia
geral, odor e cor), dureza e friabilidade. Utilizou-
se alguns comprimidos para controle, mantendo-
0os nos lugares indicados na bula. Verificou
se algumas alteracbes no resultado de Peso
meédio, bem como nos testes organolépticos,
havendo alteracdo da cor dos comprimidos.
Quanto a analise da dureza dos comprimidos,
0s que apresentaram maior alteracdo foram
aqueles armazenados no carro, que nao se
romperam com maxima aplicacdo de forga.
No teste de Altura e Diametro, os comprimidos
que estavam armazenados no banheiro, fora
do blister, mostraram-se mais alterados do que
0s mantidos no invélucro original. Concluiu-se,
assim, que os medicamentos armazenados
inadequadamente podem comprometer a
eficacia, e, até mesmo, causar maleficios
ao usuario, ao apresentarem sinais de

endurecimento, indicando a n&o possibilidade
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de desagregacéo para que o farmaco possa ser absorvido.
PALAVRAS-CHAVE: Armazenamento, dipirona, umidade, luz.

ANALYSIS OF NON-COATED DIPYRONE TABLETS STORED IN DIFFERENT DOMESTIC
LOCATIONS

ABSTRACT: The correct storage of medications is essential to maintain its stability for the
entire period of validity, since, if improperly stored, the drug can lose its potency and its
effectiveness, impairing the treatment. Countless people leave medicines in inappropriate
places, such as in the car, in contact with high temperatures and mechanical shocks. The
packaging and storage location of the pharmaceutical species are specified in the Brazilian
Pharmacopeia, which, in general, defines the use of well-closed containers, protected from
light. Such concern is part of pharmaceutical assistance that aims to ensure the effectiveness
of the treatment of patients. To this end, the present study aims to analyze 500mg dipyrone-
coated tablets (generic), a widely used analgesic drug, storing it under different home locations
for 45 days. The chosen places were: inside the car, bathroom and on top of the microwave
oven. Physical, quantitative and qualitative tests were carried out, namely: average weight,
organoleptic properties (general appearance, odor and color), hardness and friability. Some
control pills were used, keeping them in the places indicated on the package insert. There
were some changes in the average weight result, as well as in the organoleptic tests, with
a change in the color of the pills. As for the analysis of the hardness of the tablets, those
that showed the greatest change were those stored in the car, which did not break with
maximum force application. In the Height and Diameter test, the pills that were stored in the
bathroom, outside the blister, were more altered than those kept in the original wrapper. It was
concluded, therefore, that improperly stored drugs can compromise efficac , and even cause
harm to the user, by showing signs of hardening, indicating the possibility of disaggregation
so that the drug can be absorbed.

KEYWORDS: Storage, dipyrone, moisture, light.

11 INTRODUCAO

A dipirona é o analgésico mais prescrito no Brasil, sendo um anti-inflamatério nao
Esteroidal (AINE) indicado para controle da dor de intensidade leve a moderada. O
mecanismo de acado dos analgésicos baseia-se na inibi¢ao da sintese de prostaglandinas,
responsaveis pela dor, pela vasodilatacao local e pelo aumento da permeabilidade vascular
(QUEIROZ, 2013; SALLUM, 2012), a fim de reverter os sinais e sintomas decorrentes
desses efeitos.

A dipirona é apresentada em diversas formas farmacéuticas, sendo uma delas,
os comprimidos (BULARIO ELETRONICO ANVISA, 2013). Além disso, ja se encontra

disponivel como um medicamento genérico, sendo produzido apds a quebra da patente

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 2




do medicamento referéncia, cumprindo as exigéncias da Lei dos Genéricos (Lei numero
9.787/1999; BORGONOVI, 2019) que obriga os fabricantes a apresentarem testes de
bioequivaléncia e biodisponibilidade para que possam ser intercambiaveis pelo referéncia
(ROBLEDO, 2016).

Todos os medicamentos, enfatizando aqui os comprimidos de dipirona nao revestidos,
devem ser armazenados e transportados de forma controlada. Recomenda-se guardar
o medicamento em temperatura ambiente (15/30°C), proteger da luz e umidade, sendo
que o prazo de validade estimado a partir da data de fabricagao, sera valido desde que
sejam mantidas as condigdes de armazenagem indicadas, para que assim se mantenha
a estabilidade do(s) farmaco(s) (SILVA K.E.R., 2009).

Conforme Resolucédo da Anvisa - RDC 44/09, as farmacias e drogarias, devem ser
adaptadas com uma infraestrutura compativel com as atividades a serem desenvolvidas,
e ambientes especificos para tais atividades, sendo uma delas, o armazenamento
(ANVISA, 2019). Os medicamentos devem estar armazenados, em lugares especificos
com condigdes controladas.

O armazenamento e a distribuicdo sédo fases da logistica dos medicamentos, que
visam assegurar a qualidade dos mesmos por meio de condigdes adequadas e pré
definida (PINTO, 2016).

A literatura direcionada ao armazenamento, corrobora que uma boa estocagem
contribui para a efetividade, seguranca e qualidade de um produto farmacéutico (LUCCAS,
2017).

Pode-se acrescentar ainda, que os medicamentos armazenados indevidamente
sofrem efeitos na agao bioldgica dos farmacos, de intensidade menor ou maior, podendo
resultar em danos ao organismo, anulando a resposta bioldgica esperada (Diretoria Geral
de Assisténcia Farmacéutica, 2015).

Tais efeitos decorrentes do armazenamento, podem ser verificados através de
testes fisicos, quimicos e microbiolégicos. A Farmacopeia Brasileira preconiza os ensaios
oficiais que avaliam as propriedades do medicamento, como sendo os seguintes: ensaios
organolépticos, peso médio, dureza, friabilidade, didmetro e altura, tendo seus valores de
referéncia especificados (FB, 6 ed. ol.2 Monografia)

Assim sendo, o objetivo desse estudo foi verifica , através de analises fisico-quimicas,
se comprimidos nao revestidos de dipirona 500 mg, genéricos, sofreriam alteragdes apds
armazenados em determinados locais, como: em cima do microondas, no banheiro e no

carro, por exatos 45 dias.

2| METODOLOGIA

Foram adquiridos 70 comprimidos nao revestidos de dipirona 500mg em drogaria

local, e, apos o tempo de armazenamento, foram executados os testes no laboratério de
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controle de qualidade da Universidade Paulista, campus Dutra-SJC.
Utilizou-se os seguintes equipamentos:
-Balanga analitica (GEHAKA, modelo AG 200);
-Friabildmetro (Nova Etica, Modelo 300);
-Durdmetro (Nova Etica);

-Paquimetro (Digimess)

2.1 Descricao do método

Ap06s o referido periodo de 45 dias, foram realizados os testes conforme as indicagdes
do compéndio oficial: Formulario Nacional da Farmacopeia Brasil ira (Vol.2).

Cabe relatar que, durante este periodo, os medicamentos estiveram submetidos a
condi¢des relativamente comuns no cotidiano de um paciente. E, além desses, foram
mantidos outros comprimidos de mesmo lote, na embalagem original, estocados em
prateleira de drogaria, conforme definido pelo fabricante. Este ultimo grupo foi considerado
controle.

Ressalta-se ainda que, de todos os comprimidos submetidos aos locais domésticos
de armazenagem, 50% foram mantidos no blister original e 50% foram retirados desta
embalagem primaria original.

2.1.1 Ensaios Organolépticos:

Nessa primeira etapa, foram analisados a textura, a uniformidade de cor, deformagdes
e odor dos comprimidos analisados. Comparou-se os resultados com os comprimidos
controle.

2.1.2 Peso Médio:

Foi avaliada a uniformidade de dose dos comprimidos utilizando-se balangas de
sensibilidade apropriada. Para a realizagao deste ensaio foram pesados, individualmente,
10 comprimidos (Figura 1), e calculou-se a média através da divisdo da somatoria dos
pesos individuais pelo numero de amostras. Determinou-se ainda o Desvio Padréao e o
Desvio padrao relativo percentual, que, segundo compendio oficial, n&do deve exceder 5%.
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Figura 1: Ensaio do peso médio.
Fonte: Autor, 2019.

2.1.3 Friabilidade:

Para esta determinagéao, pesou-se juntos 10 comprimidos e eles foram levados para
o friabildmetro, sendo submetidos a 25 rotagdes por minuto durante 4 minutos. A Figura 2
apresenta este equipamento. Apds, eles foram limpos e pesados novamente, na mesma
balanca, e calculou-se a eventual perda. De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a
perda maxima aceitavel para este produto deve ser de no maximo 1,5%. Calculou-se a
friabilidade, através da formula (Pi-Pf) x 100/Pi).

Figura 2: Friabildbmetro.
Fonte: Autor, 2019.
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2.1.4 Dureza:

Para tal determinagao, foram feitos testes no durémetro com 10 comprimidos. Foram
efetuadas medidas dos comprimidos expostos as situagdes domésticas e aos comprimidos
controle para comparacao. Este equipamento avalia a resisténcia desta forma farmacéutica
ao esmagamento, sendo importante que nao seja muito dura ao ponto de n&o desagregar
no organismo humano, e nem pouco dura ao ponto de nao resistir as diversas maneiras
de manuseio, transporte e armazenagem a que possam ser submetidos. A Farmacopeia
Brasileira recomenda dureza maxima de 30 N. A Figura 3 mostra o equipamento sendo
utilizado na medicao.

Figura 3: Durdmetro sendo utilizado.
Fonte: Autor, 2019.

2.1.5 Medida de Altura e Diametro dos comprimidos:

Nesse ensaio avaliou-se possiveis deformacdes dos comprimidos selecionados,
medindo sua altura e diametro apds a exposi¢cao a que fora submetido, comparando-se ao
valor obtido dos comprimidos considerados controle. Foi utilizado para esse procedimento
um paquimetro da marca Digimess.
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Figura 4: Paquimetro utilizado para medir o diametro dos comprimidos em teste.

Fonte: Autor, 2019.

3 | RESULTADOS

Conforme os resultados compilados na Tabela 1, abaixo, nota-se que os
comprimidos armazenados indevidamente sofreram algumas alteragdes, comentadas
mais detalhadamente a seguir.

Amostras dos comprimidos Dureza Friabilidade Organoléptico Diametro
e Altura
Carro no blister N AP AP AP
Carro fora blister N AP AP AP
Microondas no blister AP AP AP AP
Microondas fora blister AP AP AP AP
Banheiro no blister AP AP AP AP
Banheiro fora blister AP AP N N

Tabela 1: Resultados dos testes de controle de qualidade.

Legendas: AP (aprovado) N (n&o aprovado)
Fonte: Autor, 2019.

3.1 Determinacao de Peso Médio, Desvio Padrao e Desvio Padrao Relativo (%)

Ao analisar os resultados dos comprimidos deixados por 45 dias no banheiro, no carro,
em cima do microondas, e comparar com os comprimidos do mesmo lote, armazenados
corretamente, na prateleira da drogaria, obteve-se o resultado imaginado, pois verificou
se diferenca no peso dos mesmos. O limite de variagao estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira para comprimidos acima de 250mg € de 5%. A Tabela 2 apresenta os valores
obtidos.
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Banheiro fora blister 0,6272 0,01 2,3%

Banheiro no blister 0,6278 0,03 3,95%
Carro fora do blister 0,6138 0,02 2,8%
Carro no blister 0,6138 0,02 2,5%
Microondas fora do blister 0,6186 0,01 2,2%
Microondas no blister 0,6222 0,01 2,1%
Controle (prateleira) 0,6208 0,02 2,5%

Tabela 2: Resultados dos calculos de peso médio, desvio padrao e desvio padrao relativo.

Legendas: DP (desvio padrdo) DPR (desvio padrao relativo)
Fonte: Autor, 2019.

Verificou-se que o comprimido controle (mantido na prateleira) teve peso médio de
0,6208g, menor do que todas as outras amostras, o que pode ter relagcdo com absorgao
de umidade pelas formas farmacéuticas, sem diferenciagao entre os que estavam dentro
ou fora do blister. Isso mostra que o blister € um involucro que oferece protegdo somente
gquando armazenado em local indicado. Contudo, todas as amostras utilizadas para este
teste ficaram dentro do valor preconizado de Desvio padréo e de DPR %, que seria de,

no maximo 5%.

3.2 Determinacao da Dureza

Verificou-se assim a resisténcia dos comprimidos ao esmagamento. Esse teste
consistiu em submeter o comprimido a agdo do durbmetro, apresentando seu resultado
em Kgf. Pela farmacopeia, o critério de aceitacdo € de 30N. Observou-se que 0s
comprimidos armazenados no banheiro, dentro e fora do blister, apresentaram resultados
muito semelhantes aos comprimidos que foram armazenados na prateleira, de forma
correta. Os que estavam em cima do microondas no blister e sem o blister, também nao
tiveram alteragdes. Porem os que estavam armazenados no carro tiveram influéncia de
raios solares e calor, e consecutivamente tiveram resultado alterado, comparado com a
amostra controle, a saber: sem o blister8,1Kgfe no blister houve maior alteragao, visto
que ao ser submetido ao esmagamento, no durébmetro, chegou-se ao maximo de forca

aplicada e ndo houve rompimento das formas farmacéuticas
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3.3 Determinacao da Friabilidade

Através do teste de friabilidade, foi possivel verificar a resisténcia ao atrito dos
comprimidos em estudo, sob as diversas formas de armazenamento a que foram
expostos. Conforme a Farmacopeia brasileira, € desejavel obter valor igual ou inferior
a 1,5% de perda do seu peso inicial. As amostras que estavam no banheiro, no blister,
apresentaram 0,69%, enquanto que as que estavam no banheiro fora do blister 0,10%.
As que estavam em cima do microondas, no blister, tiveram friabilidade de 0,23%, e as de
cima do microondas, fora do blister,0,05%. Ja as amostras que ficaram no carro, no blister
original, mostraram perda de 0,86% de pd, e as que estavam no carro, fora do blister, de
0,45%. Todos apresentaram baixa perda por desgaste, com valores situados dentro do
limite de perda.

3.4 Caracteristicas Organolépticas

Verificou-se alteragdes em alguns comprimidos. Os que estavam armazenados no
carro, ndo sofreram mudanca de cor e odor, bem como os comprimidos deixados em cima
do microondas.

Ja com relacao aos que foram armazenados no banheiro, os que estavam no blister
aberto tiveram sua cor e textura alteradas, verificando-se amarelamento e aspereza. A
figura 5 apresenta a imagem dos comprimidos que ficaram fora do blister, e tiveram a
cor alterada (amarela). Na sequéncia, pode-se observar as amostras dos comprimidos
armazenados no banheiro fora do blister (1), amostra do comprimido armazenado dentro

blister no banheiro (2) e o comprimido controle (3).

Figura 5: Amostras de comprimidos armazenados no banheiro
Fonte: Autor, 2019.

Ja na Figura 6, a letra A se refere ao comprimido armazenado no banheiro no blister,
a letra B diz respeito ao comprimido armazenado no banheiro dentro do blister, e a letra
C ao comprimido armazenado em cima do microondas no blister. A letra D corresponde

ao comprimido que foi armazenado em cima do microondas fora do blister, e a letra E
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€ referente ao comprimido armazenado no interior do carro, dentro do blister. A letra F,
por fim, é referente ao comprimido que estava armazenado no carro, fora do blister. E
importante relatar que o blister propriamente dito, que estava armazenado no carro, fico

totalmente danificado e teve redugdo de tamanho pelo fato de ter interagido com raios

solares e por sofrer acao de altas temperaturas do local.

Figura 6: Imagem real dos comprimidos e suas alteragdes visiveis.
Fonte: Autor, 2019.

3.5 Medicao de diametro e altura

Os comprimidos armazenados no carro, com blister e sem blister, em cima do
microondas, com blister e sem blister, e armazenados no banheiro no blister, apresentaram
a altura e espessura uniformes, sendo obtida altura média de 1,2 cm e largura de 0,5 cm.
Mas, para o comprimido armazenado no banheiro, fora do blister, observou-se alteragoes,
sendo que a altura verificada foi de 1,1 cm e a largura de 0,4 cm. Verificou-se o fenbmeno

conhecido como caping, quando aparte de cima do comprimido é separada do restante.

4 | DISCUSSAO

Conforme apresentado no estudo realizado, e de acordo com os resultados dos
artigos e literatura consultada, deve-se dar énfase aos idosos, que, ao armazenarem 0s
medicamentos sem critérios de estabilidade, e sem serem assistidos por familiares ou
farmacéuticos, acabam levando os medicamentos a consequéncias fisicas e quimicas
que podem interferir negativamente na biodisponibilidade dos principios ativos que ali
constam, impactando na saude dos mesmos (STEFANO, 2018).

Sabe-se que os testes de estabilidade e prazo de validade dos produtos sao
executados com os mesmos nas embalagens originais, e tem como objetivo fina
preconizar os melhores locais para que sejam armazenados a fim de que se mantenham
as caracteristicas originais. Alteracées na dureza das formas farmacéuticas sélidas apos
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determinada forma de armazenamento sdo especialmente importantes, visto que, se
excessiva, pode comprometer a desagregacao do comprimido, situagao que vai afetar
a dissolucéo e a absorgao dos ativos, ou seja, a biodisponibilidade, que é um parametro
farmacocinético de suma importancia (ESPINDOLA, 2015). Cabe ressaltar aqui que, neste
estudo, os comprimidos deixados no carro por 45 dias foram comprometidos por dureza
aumentada, seja no blister ou fora dele. Pode-se supor que a temperatura alta e a baixa
umidade podem ter sido responsaveis por tal resultado.

Por sua vez, a friabilidade de um comprimido é fundamental para sua qualidade,
pois € relacionada com a perda de partes da forma farmacéutica, o que significaria que
o paciente iria ingerir menor quantidade do ativo que foi perdido por esfarelar facilmente,
prejudicando o tratamento e a saude do mesmo (FERNADES, 2019). Neste estudo, os
comprimidos ndo se mostraram friaveis, talvez por ndo terem sido submetidas a agitagdes
excessivas em nenhum dos locais selecionados para armazenamento.

Jano teste de diametro e altura, verificou-se que, entre os comprimidos armazenados,
0 que saiu fora do normal foi 0 armazenado no banheiro, fora do blister. Tais medidas sao
importantes para avaliar a ocorréncia de perda de ativo caso houvesse redugao de tais
medidas, ou inchago por absorver umidade do ar (MARTINS, 2013).

O teste organoléptico, embora ndo seja decisivo, € importante quando se consegue
visualizar alteragdes significativas dos medicamentos, como foi verificado neste trabalho
com relagao a cor e textura, pois, de acordo com a literatura, se ha mudancga organoléptica,
a chance de alteracédo quimica é bastante grande (CAZEDEY, 2012).

Verificou-se ainda que, em relagdo ao Peso médio, os comprimidos acondicionados
nos locais contraindicados apresentaram um aumento com relagéo ao comprimido controle,
0 que pode ter sido fruto de absorcdo de umidade. Ja sobre o DPR, todos os resultados
foram inferiores a 5%, o0 que significa que as amostras continuaram mantendo certa
homogeneidade, e que se ndo houve perda de teor de dipirona (o que néo foi verificado no
presente estudo), o tratamento poderia ser feito com certa seguranga (MARIANO, 2015).

O presente estudo demonstrou, portanto, que o papel do farmacéutico nao se limita
em simplesmente dispensar os medicamentos, mas também, de orientar o paciente
quanto ao armazenamento correto dos mesmos, pois, além da diminuicdo da atividade
terapéutica, pode ocorrer também a formacdo de produtos de degradacao toxicos,
alergénicos e irritantes ao organismo, bem como pode haver contaminagao dos produtos
pela exposi¢cao inadequada a fatores como o calor, umidade, luz (BRAGA, 2019). Sabe-
se que, conceitualmente, a atencao farmacéutica é vista como sendo uma prestagéo
responsavel da farmacoterapia, com o importante propdsito de alcancar resultados
definidos que melhorem a qualidade de vida dos pacientes (SI VA M. S., 2018).
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51 CONCLUSAO

Concluiu-se que o armazenamento inadequado de medicamentos pode levar a muitas
alteracdes e, consecutivamente, comprometer a eficacia da terapia. Ficou evidente que
o farmacéutico desempenha papel fundamental na dispensacdo de medicamentos, ao
salientar aos pacientes a importancia de evitar certos locais de armazenagem, bem como
indicar as melhores condi¢cbes para tal. Além disso, cabe ao profissional farmacéutico
estar atento e coordenar a distribuigdo e o armazenamento correto dos produtos, desde a
cadeia produtiva, visto que tais cuidados fazem parte das suas atribuicdes e representam

seguranga ao paciente, ou seja, representa cuidado com a saude da populagao.
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RESUMO: Com o consumo difundido de

preparacbes multivitaminicas, ha procura
por métodos mais rapidos e especificos para
quantificar os componentes da formulacéo,
garantindo segurangca e eficacia desses
suplementos. O objetivo desse estudo foi
desenvolver e validar um método por CLAE,
indicativo de estabilidade, para analise
simultanea das vitaminas piridoxina (B,) e
cianocobalamina (B,,). O método desenvolvido
demonstrou especificid de para deteccao das
vitaminas B, e B,, na presenca de excipiente
comumente  utilizado em  suplementos
vitaminicos. Além disso, foram confirmados os
parametros de linearidade, exatidao e precisao
intra e interdia, estando todos os valores de
acordo com oOs guias internacionais e nacionais
para validacdo de método analitico. Para
assegurar a indicagao de estabilidade, foram
conduzidos estudos de degradacéo forgada, em
que foi possivel distinguir e identificar mudancgas
no perfil cromatografico. Os resultados obtidos

comprovaram a eficién ia do método proposto
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e, evidencia a sua aplicabilidade em processo de controle de qualidade para avaliagao de
vitaminas do complexo B e respectivos testes de estabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Complexo Vitaminico; Cromatografia Liquida; Piridoxina;
Cianocobalamina; Degradacao Forgada.

ANEW HPLC METHOD FOR SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF VITAMINS B, AND
B

12

ABSTRACT: Associated with the high consumption of multivitamin supplements, there is a
search for faster and more specific methods to quantify the components of the formulation,
thus guaranteeing the safety and effectiveness of these supplements. This study aimed at
the development and validation of a method by HPLC, indicative of stability, for simultaneous
analysis of the vitamins pyridoxine (B,) and cyanocobalamin (B,,). The developed method
demonstrated specificity for the detection of vitamins B, and B, in the presence of excipient
commonly used in vitamin supplements. In addition, the parameters of linearity, accuracy and
intra- and inter-day precision were confirmed, with all values in accordance with international
and national guides for validation of analytical methods. To ensure the indication of stability,
forced degradation studies were conducted, in which it was possible to distinguish and identify
changes in the chromatographic profile. The results obtained proved the efficiency of the
proposed method and, evidences its applicability in quality control process for evaluation of B
vitamins and respective stability tests.

KEYWORDS: Vitamin Complex; Liquid Chromatography; Pyridoxine; Cyanocobalamin;
Forced Degradation.

11 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, associadoas mudancgas nas diretrizes dietéticas
e mudancgas no estilo de vida, houve uma alteracdo no padréao alimentar da
populacdo(FERREIRA; BARBOSA; VASCONCELOS, 2019; LEVY et al., 2012).
Vinculado a esse fator, encontra-se a praticidade da suplementacdo e a tendéncia da
autossuplementagédo, muitas vezessem mensurar os riscos reaisintrinsecos(MELLO et
al., 2019).

O mercado de vitaminas e suplementos alimentares € bilionario, enquanto no Brasil
movimenta mais de R$ 1 bilhdo por ano, nos Estados Unidos (EUA), movimenta U$
30 bilhdes anuais. A alta competitividade entre os laboratérios farmacéuticos, estimula
o0 aumento da publicidade e, consequentemente, o seu consumo, pois ha uma parcela
crescente da populacao que esta disposta a investir tempo e recursos a fim de viver mais
e com qualidade de vida(ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015; SCHROETER;
ANDERS; CARLSON, 2013).
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As vitaminas do complexo B exercem muitas funcdes importantes para a
fisiologia humana. Desta forma, associagdes de vitaminas do complexo B estdo sendo
largamente utilizadas na terapéutica, principalmente na forma farmacéutica sélida, como
capsulas e comprimidos, pela facilidade de administragcdo. Esse uso € embasado em
evidéncias cientificas fortes, estudos clinicos randomizados, por exemplo, apontam que
a suplementacédo de vitaminas do complexo B com B6, B9e B12reduziram o risco de
acidente vascular cerebral (ARMITAGE, 2010; HANKEY et al., 2010; JENKINS et al.,
2018; KRISTINE; PEDERSEN, 2008; VAN DIJK et al.,2015).Contudo, grande partedos
multivitaminicos,popularmente comercializados,ndo apresenta eficacia asseguradapara a
saude, pois existem baixos oumoderados niveis de evidénciaspara beneficios preventivos.
Nao foram demonstradas evidénciasconclusivaspara o beneficio de qualquer suplemento
em todos os contextos alimentares (incluindo deficiéncia e suficiéncia),portanto, todos os
beneficios vistos devem ser equilibrados contra possiveis riscos(JENKINS et al., 2018).

Suplementos sao vendidos livremente, sem a necessidade de prescricdao ou
acompanhamento de um profissional da saude qualificado. Estudos apontam para o
alto consumo de suplementos em condi¢gbes que nao se verifica a real necessidade da
suplementagao e,na auséncia de acompanhamento com exames laboratoriais, 0 uso
irracional pode resultar em eventos adversos, comdanosirreversiveis, mesmo que evitaveis
(MELLO et al., 2019). Outro fator preocupantenesta perspectiva, é a existéncia produtos
adulterados e, até mesmo, falsificados(SI VA; SILVA, 2019). Alguns suplementos podem
ter em suas formulagdes ingredientes que nao sao aprovados pelos 6rgaos reguladores ou,
cuja quantidade excede o previsto nas legislagdes. Ha relatos que chegam a ter 1600% de
vitamina B12e 325% de vitamina B6, segundo a ingestao diaria recomendada a um adulto.
Sendo que, hipervitaminoses causada pela ingestdo excessiva de vitamina B12ou B6,
pode levar areagdes alérgicas e danos no sistema nervoso, respectivamente(BASUALDO,;
PRADO; KONDO, 2014).

Portanto, considerando a linha ténue entre beneficios e efeitos colaterais da
suplementagao de vitaminas, é de extrema importancia que laboratorios de controle de
qualidade, agéncias reguladoras e industrias monitoraremo teor dos componentes da
formulacéo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validagao
de um método analitico indicativo de estabilidade rapido e eficiente para a determinagao

simultanea das vitaminas B6e B12.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados para a analise cromatografica foram de grau analitico
HPLC. O metanol (>99,999%) foi adquirido da J. T. Baker (PA, EUA). Os reagentes para o
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tampéao e ajuste de pH, incluindo acido acético glacial, hidroxido de sodio e acido cloridrico
foram adquiridos da Merck (DA, Alemanha). As substancias quimicas de referéncia (SQR)
Piridoxina (>98,0%) e Cianocobalamina (>98,0%) foram adquiridas da Sigma Aldrich
(MO, EUA) e Supelco (PA, EUA), respectivamente. A agua ultrapura foi obtida através do
sistema de purificagao Milli-Q PLUS (Millipor ©, MA, EUA).

2.2. Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia e condic6es cromatograficas

Para a analise das vitaminas se utilizou o cromatoégrafo liquido LC-20AT (Shimadzu,
Japao), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) SPM-20A, desgaseificado
DGU-20A,.,

automatico SIL-20A HT. A separacao e quantificagao foram efetuadas com coluna CLD-

forno de coluna CTO-20A, central de controle CBM-20Ae injetores manual e

ODS C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 ym) acoplada a uma pré-coluna G-ODS de mesmo
material (Shimadzu, Japao). A fase moével foi constituida de tampao acetato pH 4,0 (A)
e metanol grau (B), eluida a 1,0 mL/min, em sistema gradiente, conforme descrito na
Tabela 1. As amostras foram diluidas em solu¢cdo de agua ultrapura:metanol (80:20 v/v) e
injetadas no volume fixo de 20 uL. A detecgéao foi realizada a 290 nm e o armazenamento
dos dados, bem como o processamento, foi realizado com o software LC-Shimadzu.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase mével B (%)
6:00 100,0 0,0
10:00 80,0 20,0
30:00 70,0 30,0
30:01 100,0 0,0
35:00 100,0 0,0

Tabela 1 — Sistema de eluicdo gradiente

2.3. Validacao de Método

O método de quantificagdo simultéanea de vitaminas B, e B,, por CLAE foi validade
conforme os parametros descritos pelas as diretrizes da ICH e RDC 166 de 2017 (BRASIL,
2017; ICH, 2005)"title”:”Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology — Q2
(R1.

2.3.1. Preparo das Solucbées Estoque e de Analise

Solugdes estoque e solugdes de analise foram preparadas com diluente composto
por agua ultrapura e metanol (80:20 v/v). A solugdo estoque foi preparada contendo
simultaneamente as vitaminas B, e B,, a 100,00 pyg/mL. A partir desta, foram realizadas

diluicbes em baldes volumétricos para obtencdo das seguintes concentragdes: 10,00,
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20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 pg/mL. Previamente a injegao, todas as amostras foram
filtradas em membrana de PVDF (diametro de poro de 0,45 um)

2.3.2. Especificidade e Estudos de Degradacéo Forcada

Para determinacao da especificidade se avaliou a possibilidade de interferéncia dos
excipientes comumente utilizados em complexos vitaminicos comerciais. Para tal, foi
preparada uma solugéo de excipiente simulado (estearato de magnésio a 2,0% e amido
de milho 98,0%), conforme preparo descrito na se¢do 2.4.1. Também foram conduzidos
estudos de degradacéo forcada de acordo com as condigdes descritas abaixo (BRAZIL,
2019):

a) Hidrolise alcalina: exposigao das SQRs a solu¢gdo de NaOH 0,1 M por 24 horas e
ao abrigo da luz.

b) Hidrdlise acida: das SQRs em solug¢ao de HCI 0,1 M por 24 horas e ao abrigo da luz.
c) Degradacéo térmica: exposicdo das SQRs a 60 °C por 24 horas;

d) Fotodegradacao: exposi¢cao das SQRs a luz UV-C por 10 minutos.

2.3.3. Linearidade e Limites de Deteccéo e Quantificacao

A linearidade foi determinada pela inje¢do de solugdes de analise das vitaminas B
e B,, nas concentragbes de 10,00, 20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 ug/mL. As injegbes foram
realizadas em triplicata e em trés dias diferentes. As equacgdes das retas e o coeficient
de correlagcado foram obtidos por regressao linear e todos os dados foram avaliados pelo
teste de ANOVA. Os limites de detecgédo (LD) e quantificagdo (LQ) foram obtidos por
métodos instrumentais, a partir das equacgdes da reta do ensaio de linearidade e conforme
preconizado pelo ICH (2005).

2.3.4. Precisgo e Exatidao

A precisao do método proposto foi mensurada por repetibilidade (precisao intradia)
e pela precisdo intermediaria (interdia), através do desvio-padrédo obtido apds injecdes
repetidas de seis solugdes das SQRs a 30,00 ug/mL em trés dias diferentes. Aconcentragao
de 30,00 yg/mL foi escolhida por corresponder a concentragao intermediaria da curva
(10,00 a 50,00 ug/mL) (BRASIL, 2017).

Para a avaliagdo da exatidao se aplicou o método de adi¢gdo de padrao e calculou
o percentual de recuperagcdo do mesmo (BRASIL, 2017). Para a execugdo do meétodo,
preparou-se uma solugao de excipiente e foi adicionada a solugdo padrao das vitaminas de
concentragao conhecida, obtendo-se solugdes de 20,00, 30,00 e 40,00 ug/mL. Solugdes
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de mesmas concentragcbes e com auséncia de excipientes também foram injetadas,

possibilitando a determinacao da exatidao pela Eq. (01).

concentracao média experimental

Eq. (01) Exatidao (%) = < 100

concentracao teorica

2.3.5. Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatografico

A robustez do método analitico foi avaliada quanto variagao de fluxo e equipamento.
Para a variagéo de fluxo, aplicou-se as vazées de 0,9 e 1,2 mL/min. E para arobustez quanto
a troca de equipamento, foi utilizado o cromatégrafo liquido modelo LC-6AD (Shimadzu,
Japao), sendo este composto por duas bombas independentes. A adequabilidade do
sistema cromatografico foi avaliada quanto aos parédmetros resolugédo de pico, tempo de
retencao, eficiéncia da coluna cromatografica e assimetria de pico. Para estes ensaios se
utilizou a solugdo das SQRs a 30,00 pug/mL.

313 RESULTADOS

3.1 Especificidade e Estudos de Degradacao Forcada

Os resultados dos ensaios de especificidade e estudos de degradacao forcada sao
apresentados nas Fig. 1 e 2, respectivamente. Ao comparar os cromatogramas da solugao
de SQRs e excipiente (Fig. 1) é possivel observar que ndo houve sobreposi¢cao de sinal
no comprimento de deteccéo (290 nm), ou seja, o método demonstrou especificidade para

a avaliagao simultanea de vitaminas B, e B,,, representadas pelos picos com tempo de

127
retencao de 8,5 min e 22,4 min, sem interferéncia do excipiente.

000 < | Piridoxina — By

.....

| Cianocobalamina - B;;
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Figura 1 — Ensaio de especificidade: cromatograma das SQRs (em rosa) e cromatograma do excipiente
(em preto), detecgédo a 290 nm

Ao simular a hidrélise alcalina (Fig. 2-A), com solugdo de NaOH 0,1 M, ndo se observou
alteragbes no tempo de retengéo, bem como area no pico referente a vitamina B,. Contudo,
houve degradagdo do pico de cianocobalamina, com presenca de pico adjacentes e
diminuicdo da area em aproximadamente 93%, indicando assim, a instabilidade da vitamina
B,, em meio alcalino. Na condigao de pH acido, simulado com solugéo de HCI 0,1M, nao
foi possivel observar nenhuma alteragdo no cromatograma, conforme representado na
Fig. 2-B. Da mesma forma, nao foram observadas alteracdes significativas no ensaio de
degradagao térmica, ao expor as SQRs por 24 horas a temperatura de 60 °C (Fig. 2-C).

No ensaio de fotodegradacdo com luz UV-C foram testados outros tempos de
exposicao (1 h, 12 h e 24 h), contudo, estes tempos de exposicao conferiram uma
degradagao muito expressiva das SQRs das vitaminas B, e B,, e, optou-se pela condugao
do ensaio com exposigao por 10 minutos (Fig. 2-D). A exposig¢ao por 10 minutos implicou
em uma reducgao de 31,8% na area dos picos de ambas as vitaminas.

Figura 2 — Cromatogramas das SQRs submetidas as condigbes de degradagao forgada, detecgao
a 290 nm. (A) Hidrdlise alcalina, (B) Hidrodlise acida, (C) Degradagao térmica, (D) Fotodegradagéo:
SQRs expostas a luz UV-C (em rosa), SQRs n&o expostas a luz UV-C (em preto)

3.2 Linearidade e Limites de Deteccao e Quantificacao

Para ambas as vitaminas, avaliou-se a linearidade do método na faixa de
concentracao de 10,00 a 50,00 ug/mL em trés dias, encontrando a equacéao da reta para
piridoxina igual a y= 32059x — 1156,4 (r=0,9998) e para cianocobalamina de y=6812,5x +
800,3 (r=0,9999). Com aplicagao do teste de ANOVA, confirmou a relagao linear entre as
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concentracdes e areas obtidas para a piridoxina, sendo valor de F
0’55 < Ftabelado
observadas para as curvas de cianocobalamina, sem desvio da linearidade (F

9532’67 > Ftabelado
4,53). As mesmas relagdes foram
calculado O’OO
<F 4,53). Os limites de detecg¢éo e quantificagao para a piridoxina foram 0,11 ug/mL

tabelado

calculado

4,39 e sem desvio da linearidade (F

calculado

e 0,32 ug/mL, respectivamente. E para cianocobalamina foram 0,16 pg/mL e 0,48 ug/mL.

3.3 Precisao e Exatidao

Os resultados da precisao intradia (n=6) e interdia (3 dias) sdo apresentados na
Tabela 2. Conforme apresentado, para ambas as vitaminas, o método proposto foi preciso
com desvio-padrao relativo intra e interdia inferiores a 5%, sendo o valor de DPR mais
alto de 0,51%.

Os resultados obtidos para o parametro exatidao, pelo método de adigao de padréo,
demonstraram faixa de recuperagéo de padrdo para vitamina B, entre 99,85% e 100,12%
e para vitamina B,, 99,92% a 100,07%, além disso, os valores de DPR foram inferiores a

1,00%, assegurando a exatidao do método.

Teor de Piridoxina (%)
Dia 1 2 3 4 5 6 Média DPR (%)
1 100,09 99,43 99,43 99,43 100,65 9928 99,70 0,51
2 9920 100,04 100,18 100,18 100,05 100,27 99,99 0,39
3 100,23 100,54 100,19 100,19 100,27 100,38 100,30 0,14
Média interdia Bs (n=3) 99,99
DPR interdia Bs (n=3) 0,43

Teor de Cianocobalamina (%)
Dia 1 2 3 4 5 6 Média DPR (%)
1 9989 99,78 99,83 9954 99,75 99,68 99,75 0,12
2 9922 9980 99,83 100,39 100,09 100,25 99,93 0,42
3 100,07 100,57 100,40 100,52 100,27 100,11 100,32 0,21
Média interdia B1z (n=3) 100,00
DPR interdia B12 (n=3) 0,36

Tabela 2 — Resultados do ensaio de preciséo intra e interdia para vitaminas B e B,, a 30,00 ug/mL

DPR — Desvio-padréo relativo

3.4 Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatografico

O ensaio de robustez avaliou possiveis variagoes de fluxo e troca de equipamento,
gque podem ocorrer durante analises rotineiras. Os resultados da alteracdo da vazao de
1,0 mL/min para 0,9 mL/min e 1,2 mL/min podem ser visualizados na Fig. 3. O principal




parametro neste ensaio foi o tempo de retencédo dos picos. Com reducdo do fluxo para
0,9 mL/min (Fig. 3-B) houve aumento no tempo de retengao de 8,50 para 8,57 min, para

vitamina B, e de 22,4 para 23,4 min para B,,, ou seja, as variagdes foram inferiores a

12?
5,00%. Conforme o esperado, o aumento do fluxo para 1,2 mL/min implicou na redugao
dos tempos de retencao, sendo observados os valores de 6,53 min e 20,83 min para as

vitaminas B e B,,, respectivamente. Portanto, o aumento do fluxo refletiu numa redugéao

12°
expressiva do tempo de retencdo com variacdo de 23,00% e 7,00%. Apesar disso, os
demais parametros, area do pico, resolucéo e pratos teéricos nao foram alterados.

A troca de equipamento implicou na discreta reducdo dos tempos de retengcdo em

6,7% para vitamina B.e 0,1% para vitaminas B,,, sendo considerando um método robusto

12?
quanto a troca de equipamento. Importante ressaltar, que assim como a alteragcdo de
fluxo, a troca de equipamento ndo resultou em modificagdes nos demais parédmetros

cromatograficos para ambas as vitaminas.
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Figura 3 — Cromatogramas das SQRs submetidas ao ensaio de robustez quanto a variagao de fluxo,
deteccdo a 290 nm. (A) Fluxo 1 mL/min; (B) Fluxo 0,9 mL/min; (C) Fluxo 1,2 mL/min

A Tabela 3 apresenta os valores médios para os parametros analisados no ensaio
de adequabilidade do sistema cromatografico, assim como os valores de referéncia
internacionais preconizados pelo ICH (2005). A partir dos resultados é possivel assegurar

gque o método desenvolvido esta de acordo com os parametros de adequabilidade do

sistema.
Tr .
Vitamina FC K’ Rs N Area
(min)
Bs 8,50 1,444 3,406 25.398 5306.737 1288776
B12 22,40 1,386 11,657 85.510 55962.297 163634
Valores de
na <2 > 2 >2 > 2000 na

referéncia*

Tabela 3 — Resultados da adequabilidade do sistema cromatografico para solugéo das vitaminas a 30
pg/mL

*Conforme ICH, 2005; Tr — Tempo de retengao; FC — Fator de cauda; K’ - Fator de capacidade; Rs —
Resolucao; N - Numero de pratos tedricos; na — Nao aplicavel.

4 |1 DISCUSSAO

Nesse método proposto, para quantificagdo de vitaminas B, e B,,, em suplementos

12?7
vitaminicos, o preparo da amostra € simples e rapido, com diluentes comumente
encontrados em laboratérios de controle de qualidade e que ndo possuem alto custo
agregado. Importante ressaltar que ambas as vitaminas se encontram na sua forma
isolada e purificada em multivitaminicos, portanto etapas como digestdo enzimatica
ou microbiolégica para extracdo dessas vitaminas ndo sao necessarias no preparo da
amostra, sendo aplicaveis somente quando se trata de matrizes alimenticias complexas,
como graos (GRANDA et al., 2018).

Na escolha do comprimento de onda adequado, analisou-se o0 espectro de maxima
absor¢cao de ambas as vitaminas (200 a 400 nm), e a partir dos perfis se selecionou o
comprimento de 290 nm. Apesar do método ter sido validado em um CLAE com detector
DAD (detector de arranjo de diodos), em que é possivel selecionar o comprimento de onda
apods a corrida das amostras, ou seja, permite trabalhar com mais de um comprimento
de onda em uma unica analise. Mas, muitos laboratérios possuem CLAE acoplados a
detectores UV-VIS, em que a analise pode ser processada em um unico comprimento de
onda. Desta forma, a aplicacdo de um unico comprimento de onda com boa resposta para
ambas as vitaminas oportuniza a extensao de aplicagao deste método para laboratérios
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que possuam CLAE/UV-VIS.

Fase movel eluida em sistema gradiente permitiu a separacdo mais rapida das
vitaminas, menor tempo de corrida e assegurou a separagao efetiva dos picos, com
resolucdo muito superior ao valor estipulado pelo ICH (2005). A ordem de eluigao
correspondeu as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, em que o baixo peso
molecular (169,2 g/mol) e alta hidrofilia (LogP -0,8) apresentados pela piridoxina
justificam sua baixa interagdo com a fase estacionaria e consequentemente sua eluigao
como primeiro pico (NCBI, 2020a, 2020b). Tempos de corridas semelhantes, bem como
composicédo da fase moével por agua acidificada e metanol ja foram explorados em outros
trabalhos para separagao de vitaminas do complexo B (KUMINEK et al., 2011; SIM; KIM;
LEE, 2016; ZAFRA-GOMEZ et al., 2006).

51 CONCLUSAO

A quantificacdo simultdnea de vitaminas do complexo B, por método validados,
€ de extrema importancia na garantia de qualidade e seguranga de suplementos
alimentares, tomando por base a tendéncia mundial da suplementacdo alimentar. O
método cromatografico validado para quantificagdo simulténea das vitaminas B, e B,
demonstrou ser especifico, linear, preciso, exato, robusto e de acordo com os parametros
de adequabilidade do sistema cromatografico. Ademais, o método proposto pode ser
classificado como método indicativo de estabilidade, tendo em vista os resultados obtidos
nos ensaios de degradagao for¢gada e a concordancia dos mesmos com o guia internacional

para métodos indicativos de estabilidade do ICH.
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RESUMO: O vinho é uma bebida alcodlica
proveniente do processo de fermentacdo do
sumo de uvas. Apdés a producdo, o vinho é
submetido a analise de parametros como
o0 da acidez, quais fornecem indicios sobre
qualidade da bebida. Um dos métodos mais
empregados para a determinagao da acidez ou
basicidade do meio, & a técnica de titulometria
de neutralizagdo. Determinar o teor de acidez
em trés marcas de vinhos tintos comercializados
na regiao de lrecé-BA. Os experimentos foram
realizados no laboratério multidisciplinar na FAL.
Foram analisadas as marcas A, B e C, utilizando
a titulometria de neutralizagdo. Adicionou-se 5
mL de vinho em Erlenmeyer, 30 mL de agua
destilada e 1 mL de solucdo indicadora de azul
de bromotimol e seguiu com a titulacdo contra
uma solugdo de hidroxido de sédio (NaOH
0,0987 mol.L"") padronizada, até mudanca
de coloragao de vermelho castanho para azul
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esverdeada. As analises foram feitas em triplicata para cada marca de vinho, com calculos
de média e desvio padrédo de cada amostra. Os vinhos tintos A, B e C apresentaram 74;
84,6 e 108,6 mEq.L", respectivamente de acido tartarico. Os dados estdo em concordancia
com a literatura, tendo em vista que quanto menor o volume de NaOH gasto na titulagao,
menor o indice de acidez. As trés marcas de vinhos analisadas enquadram-se nos padroes
de qualidade estabelecidos pelo Ministério da Agricultura. Em que preconiza o teor maximo
de acido tartarico de 130 mEq.L". Mediante a metodologia aplicada, conclui-se que as trés
marcas de vinhos avaliados possuem indice de acidez menor do que o teor maximo aceito
pelo ministério vigente, indicando dessa forma, sua adequagédo com os padrdes de qualidade
propostos.

PALAVRAS-CHAVE: Vinhos tintos; Acido tartarico; Titulometria de neutralizagao.

UTILIZATION OF TITULOMETRY IN QUANTIFICATION THE ACIDITY CONTENT OF
WINES COMMERCIALIZED IN THE IRECE-BA REGION

ABSTRACT: Wine is an alcoholic beverage derived from the fermentation process of grape
juice. After production, the wine is subjected to an analysis of parameters such as acidity,
which provide evidence of the quality of the beverage. One of the most widely used methods
for determining the acidity or basicity of the medium is the neutralization titulometry technique.
To determine the acidity content in three brands of red wines marketed in the Irecé-BA region.
The experiments were performed in a multidisciplinary laboratory at FAI. Brands A, B and C
were analyzed using neutralization titulometry. We added 5 mL of wine in Erlenmeyer, 30 mL
of distilled water and 1 mL of bromothymol blue indicator solution and proceeded with the
titration against a standardized sodium hydroxide solution (NaOH 0.0987 mol.L"), until the
change of color from brownish red to greenish blue. The analyses were performed in triplicate
for each wine brand, with mean and standard deviation calculations for each sample. Red
wines A, B and C had 74; 84.6 and 108.6 mEq.L", respectively of tartaric acid. The data are
in agreement with the literature, considering that the lower the volume of NaOH spent on
titration, the lower the acidity index. The three wine brands analysed comply with the quality
standards established by the Ministry of Agriculture. In which it recommends a maximum
tartaric acid content of 130 mEq.L™". Through the methodology applied, it is concluded that the
three wine brands evaluated have an acidity index lower than the maximum content accepted
by the Ministry in force, thus indicating their compliance with the proposed quality standards.
KEYWORDS: Red wines; Tartaric acid; Neutralization titulometry.

11 INTRODUCAO

O vinho é uma bebida alcodlica proveniente do processo de fermentagdo do
suco, ou do sumo obtido com prensagem de uva saudaveis frescas e maduras. Essas
caracteristicas atribuidas as frutas, bem como, os métodos utilizados para o seu
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processamento sdo fundamentais para garantir a boa qualidade do vinho final, qual é
constituido principalmente por substancias como agucares, alcool, acidos organicos,
compostos fendlicos e aromaticos. Dentre os variados tipos encontrados no mercado a
exemplo do branco, rose, espumante e tinto, este ultimo € um dos tipos de vinho que
possui maior destaque (RITSCHEL; SEBBEN, 2010; DE MORAES; LOCATELLI, 2012;
SIOCHETTA, 2018).

A produgdo dos vinhos se inicia com a colheita, recepgdo, armazenamento e
prensagem das uvas. A partir disso, o sumo obtido desta prensagem € levado para
compartimentos de fermentagdo onde ocorrera o processo bioldgico fermentativo, qual &€
caracterizado pela conversao dos acucares presentes na prépria fruta em produtos como
o etanol, através do intermédio de microrganismos. Todo o processo de fermentacao é
devidamente controlado e acontece em condi¢des ideais que irdo garantir a produgao
de vinhos de boa qualidade e o seu respectivo enquadramento dentro dos parametros
quimicos quais posteriormente serao submetidos a analise (CAMPOS; FERNANDO;
OLIVEIRA, 2008; FERREIRA; ROSINA; MOCHIUTTI, 2010).

A acidez de um vinho é um importante parametro a ser analisado, podendo este
fornecer indicios de sua qualidade além de estar associado ao sabor da bebida. Um dos
principais acidos presentes no vinho € o acido tartarico o qual provém das uvas que sao
sua matéria prima. Sendo este um fator fundamental na determinagédo do pH do vinho
(FOGACA, DAUDT, DORNELES, 2007).

O acido tartarico trata-se de um acido organico, de formula estrutural C,H,O,, que
€ sintetizado naturalmente pelas videiras, embora também possa ser sintetizado pela
industria (CHAVARRIA, et al., 2008). Nas videiras, as concentragdes de acido tartarico
podem sofrer significativa reducdo na presenca de elevados niveis de potassio, pois, o
acido tartarico tende a sequestrar os ions potassio de modo a evitar que ocorra oxidagao
no meio (MANFROI, et al., 2006), assim, a reagao entre estes resulta na conversao do
acido em bitartarato de potassio, resultando na elevagdo do pH (MPELASOKA, et al.,
2003).

As uvas que possuam em sua composi¢cao elevadas concentragdes de bitartarato
de potassio ndo sdo consideradas ideais para vinificagao, pois, um pH elevado causa
instabilidade do meio e favorece condicbes mais adequadas para o crescimento
microbioldgico, embora esse fator também dependa do teor alcodlico do meio (OLIVEIRA,
SOUZA, MAMEDE, 2011).

Atualmente existem diversos métodos que podem ser empregados para determinagao
da acidez em compostos acidos, dentre eles podem ser citados: a gravimetria, coulometria
e titulometria. Na presente pesquisa a metodologia aplicada foi a titulometria de
neutralizagao, pois, esta apresenta vantagens como o baixo custo, eficacia, além de ser
um método relativamente facil e rapido em relagao aos demais (SKOOG et, al., 2007).

A técnica baseia-se no emprego de um acido ou uma base, onde, por meio deste,
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juntamente com alguma substancia que deve comportar-se como indicador, ira fornecer
o teor de acidez do material analisado. O pH da amostra é calculado em fung¢ao dos ions
H* ou OH-presentes no meio, e o volume de acido/base gasto para neutralizar o analito
€ essencial para definicdo do pH, uma vez que por meio desse € construida a curva de
titulagao que ira determina-lo (SKOOG et, al., 2007).

Em suma, durante e apdés o processo de produgao de vinhos faz-se necessario
submeter o produto a uma série de testes e analises que serao responsaveis por informar
aos consumidores sobre as caracteristicas e a qualidade do vinho. Através da analise
de parametros como o de acidez total, € possivel verificar como este aspecto quimico é
capaz de provocar alteracdes e/ou interferir no sabor e odor do vinho. Baseando-se nisso,
o objetivo deste trabalho € determinar o teor de acidez em trés marcas de vinhos tintos
comercializados na regiao de Irecé-BA no sentido de verificar se os mesmos se encontram

dentro dos padrdées minimos estabelecidos pelo Ministério da Agricultura.

2| METODOLOGIA

O presente estudo, fundamentou-se em verificar de modo quantitativo o teor de
acido tartarico em trés amostras de vinhos de marcas distintas, ambos comercializados
na regiao de Irecé — BA.

Na determinagao de acidez dos vinhos, utilizou-se o0 método analitico titulometria de
neutralizagao, isso devido a sua simplicidade, além de elevada precisao e exatidao. Este
método é recomendado pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) e pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (2005) e se baseia na titulagao de neutralizagao (acido/base)
em que, por meio do ponto de equivaléncia (ocorre por meio da mudancga de coloragao),
se dar o término da titulacdo e consequentemente os calculos estequiométricos de indice
de acidez (BACCAN et al., 2013; HARRIS, 2011).

As trés marcas de vinhos analisadas, foram designadas respectivamente como
amostras A, B e C.

Partindo desse contexto, todas as analises foram realizadas no Laboratodrio
Multidisciplinar da Faculdade Irecé (FAI) elaboradas em trés etapas, representadas a
seguir no diagrama (Figura 1).
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Etapas da Analise

1° Etapa 2° Etapa 3° Etapa
Padronizagéo da Preparacao das Quantificagdo do
solucio de NaOH amostras teor de acido

Figura 1: Etapas das analises realizadas neste trabalho.

A primeira etapa consistiu na padronizagao da solugao de hidroxido de sédio (NaOH)
a 0,1 mol.L* com o reagente biftalato de potassio. A segunda embasou-se na preparagéo
das amostras dos trés vinhos e a terceira foi a quantific ¢ao do teor de acido tartarico.

A padronizagao da solugdao de NaOH (Figura 2) foi realizada por meio de sua titulagéo
com uma solugdo biftalato de potassio. O objetivo deste procedimento € encontrar a
concentracao real da solugdo de NaOH, ja que este é considerado um reagente que

absorve impurezas rapidamente.

LT FOR I -
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Figura 2: Titulometria de neutralizagéo: Vidrarias (Erlenmeyer e bureta) e suporte universal utilizados
na técnica.

Fonte:PROPRIA, 2019

A principio, prepararam-se as solucdes de NaOH e biftalato de potassio. Adicionou-
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se fenolftaleina a 1 % a solugdo de NaOH (titulado) e iniciou-se a titulagdo desta solugao
contra uma solucao de biftalato de potassio (titulante). Este procedimento foi realizado em
triplicata (Figura 3).

Figura 3: Padronizagdo de NaOH em triplicata empregando o biftalato de potassio como agente
titulante.

Fonte:PROPRIA, 2019.

A reacao de padronizacao do hidréoxido de sdédio contra a solugédo de biftalato de
potassio € apresentada na Equacéo 1.

NaOH + C,H.KO, — C,H,0,NaK + H,0 (1)

Através do método utilizado, a concentragao real para o hidroxido de sédio encontrada
foi de 0,0987 mol.L". Por conseguinte, a solugdo padronizada foi utilizada na execugao
das titulagdes das amostras de vinhos estudadas.

Na etapa de preparagao das amostras dos trés vinhos, inicialmente, com o auxilio de
uma pipeta volumétrica, adicionou-se 5 mL de vinho em erlenmeyer, seguida da adigao de
30 mL de agua destilada, solubilizando a mistura e por fim, foi adicionado 1 mL da solugao
indicadora de azul de bromotimol.

Em seguida, ap6és homogeneizagdo das amostras, iniciou-se as analises titulométricas
feitas em triplicata para cada marca de vinho contra uma solucédo de hidroxido de sdédio
a 0,0987 mol.L', em constante movimento até a verificagdo do ponto de equivaléncia,
identificado pela mudancga da coloragao vermelho castanho para azul esverdeada (Figura
4 a, b).
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(a) 3

Figura 4: Amostras dos vinhos(A, B e C)antes da titulagéo (a) e depois da titulagéo (b).
Fonte:PROPRIA, 2019.

Mediante calculos estequiométricos foi possivel calcular a quantidade de acido
tartarico presente nas amostras analisadas em miliequivalentes por litro (mEq.L"), por
meio da Equacéao 1.

V N <1000
Acidez(mEq. L") = —Naon Ak e 1)
1%
Em que:
V.0n = Volume da solugdo de NaOH gasto na titulagéo (mL);

N = normalidade da solu¢do de NaOH;
v = volume da amostra (mL).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos realizados via titulometria de neutralizagao das trés
marcas de vinhos comerciais (amostras A, B e C) estdo apresentados na Tabela 1.

Amostras Média dos Volumes Acido Tartarico

Analisadas (mL) de NaOH gastos (mEq.L™")
Marca A 3,7 74 + 0,10
Marca B 4,2 84,6 £0,12
Marca C 5,7 108,6 + 0,12

Tabela 1: Resultados das analises dos vinhos A, B e C.
Fonte: PROPRIA, 2020.

Os dados expostos na tabela 1, indicam o volume gasto de NaOH na titulometria
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de neutralizacao e o teor de acido tartarico em mEq por litro. Percebe-se que a média de
volumes gastos de NaOH variou de 3,7 a 5,7 mL, para as amostras analisadas.

A marca de vinho A, consumiu em média 3,7 mL de NaOH sendo composta por 74
mEq.L" de acido tartarico, com desvio padrado de 0,10. Enquanto que a marca B, apontou
ser integrada por 84,6 mEq.L"" e a marca C com 108,6 mEq.L" de acido tartarico, com
desvio padrao de 0,12 para estas duas marcas.

Todas as amostras das marcas de vinhos A, B e C encontram-se dentro dos padrdes
minimos estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
por meio da Portaria n° 43, de 18 de maio de 2016, que define que o vinho de mesa,
deve possuir acidez total de 40 mEq.L"" a 130 mEq.L"' (BRASIL, 2016). Ou seja, todas
as marcas estao dentro dos padrdes para serem consumidas no quesito acidez. Analises
fisico-quimicas mais detalhadas poderao ser realizadas, para que possam complementar
estes resultados.

A Figura 5 apresenta os dados (graficamente) do percentual de acido tartarico nas

trés marcas de vinhos analisadas.

Percentual de acido tartarico nas marcas de vinhos
A,BeC

100
90 83.53

80
70 65.07

50
40
30
20
10

Marca A mMarcaB Marca C

Figura 5: Percentual de Acido Tartarico nas marcas A, Be C

As amostras de marcas A, B e C apresentaram cerca de 56,92; 65,07 e 83,53%,
respectivamente, de acido tartarico, quando comparamos com o limite maximo estabelecido
pelo MAPA, 2016 que é de 130 mEq.L"".

E de suma importancia que o teor de acidez do vinho esteja dentro dos padrdes
estabelecidos, tendo em vista, que este € um parametro que pode acabar evitando a
degradagao do vinho, dando vivacidade a sua cor e garantindo a qualidade. O acido
tartarico é o acido que influencia de modo determinante no pH e nas caracteristicas

sensoriais dos vinhos (RIZZON e MIELE, 2001).

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 4




Partindo disso, observa-se que o método utilizado exibiu boa qualidade reprodutivel
nas analises das amostras dos vinhos tintos manipulados, em que cada ensaio foi realizado
em triplicata afim de minimizar provaveis erros de aplicagdo da metodologia analitica

empregada.

41 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o método empregado, constata-se que as trés amostras analisadas se
adequam aos padrdes de qualidade estabelecidos pelo ministério vigente. Este parametro
pOde ser identificado por meio do seu teor de acidez o qual mostrou-se inferior ao valor
maximo preé-estabelecido por lei.

Desse modo, supde-se que os vinhos que foram analisados sao considerados
adequados para o consumo humano, embora seja recomendado o emprego de analises
mais detalhadas, uma vez que ndao ha como garantir que as amostras nao sofreram
nenhuma alteragdo quando expostas a alguns fatores do meio onde se realizou a analise,

como a temperatura, por exemplo.
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RESUMO: As flores de Hibiscus sabdariffa
L. (Malvaceae) sdo amplamente utilizadas
como diurético, para tratamento de desordem
gastrointestinal, infecgdes hepaticas, febre,
hipertens&o e antioxidante. Medicamentos para
uso interno, tais como os produzidos da flor de
H. sabdariffa sdo aditivados por excipientes
quimicos durante a industrializagdo. Com
base nisso, o objetivo do trabalho foi avaliar a
citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade
e toxicidade aguda das flores de H. sabdariffa,
nas formas nao aditivada (desidratada e em po)
e aditivadas. Foi utilizado como sistemas testes
os bioensaios de Allium cepa e Artemia salina.
O teste em A. cepa mostrou que o cha das
flores desidratadas de H. sabdariffa e o produtot
industrializado pertencente ao fabricante A nao
apresentaram citotoxicidade e quando expostos
a substancia clastogénica ocasionou um
efeito protetor de danos e antimutagénico. O
produto do fabricante B, mostrou-se citotdxico
aos meristemas de A. cepa e associado a

substancia clastogénica potencializou seu
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efeito antiproliferativo, demonstrando também agdo mutagénica. A avaliagdo da toxicidade
aguda frente ao bioensaio Artemia salina mostrou que as concentragbes de H. sabdariffa
natural ndo apresentaram toxicidade e os produtos A e B apresentaram toxicidade. Esses
resultados apontam que a planta pode ser utilizada pela populagado para fins medicinais,
sendo necessario cuidado ao consumi-la na forma industrializada.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, genotoxidade, Artemia salina, Allium cepa,
compostos quimicos excipientes.

EVALUATION OF ACUTE AND CELLULAR TOXICITY OF HIBISCUS SABDARIFFA L.
(MALVACEAE)

ABSTRACT: The flowers of Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) has widely used as a diuretic,
for the treatment of gastrointestinal disorders, liver infections, fever, hypertension and
antioxidants. Medicines for internal use, such as developed from the H. sabdariffa flower
during industrialization are added by chemical excipient. Therefore the aim of this study was
to evaluate the cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity and acute toxicity of H. sabdariffa
flowers, in non-additive (dehydrated and powdered) and additive forms. Two bioassays were
performed: Allium cepa and Artemia salina. In A. cepa, flower in tea of H. sabdariffa and
product industrialized (A) were not cytotoxicity and when associated to clastogenic substance
showed a protective effect and antimutagenic. The product industrialized B were cytotoxic
to the meristemas of A. cepa and associated to the clastogenic substance its potentiated
antiproliferative effect, also showing mutagenic action. The evaluation of acute toxicity against
A. salina from flower in tea of H. sabdariffa were not toxicity and products industrialized (A
and B) were toxicity. These results suggest that the plant of H. sabdariffa can be used for
medicinal purposes, and for consuming in industrialized form is care needed.

KEYWORDS: Medicinal plants, genotoxicity, Artemia salina, Allium cepa, excipient chemical

11 INTRODUCAO

A Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) é uma planta originaria da india, Sudéo e
Malasia, utilizada na prevencgao e terapia alternativa de diversas patologias, principalmente
no tratamento contra excesso de peso (MUKHTAR, 2007). Suas flores sdo amplamente
utilizadas como diurético, para tratamento de desordem gastrointestinal, infec¢des
hepaticas, febre, hipertensédo e antioxidante (VIZZOTTO; PEREIRA, 2008). Apresentam
elevadas concentragdes de compostos fendlicos, acidos organicos, esteroides, terpendides,
polissacarideos e minerais. Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas glicosiladas
sao as mais abundantes e consideradas os principais constituintes bioativos desta planta
(JABEUR et al., 2017).

Medicamentos produzidos a partir da flor de H. sabdariffa sao aditivadas por
compostos quimicos excipientes durante a industrializacdo (PESSANHA et al., 2012). No
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entanto, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) alerta que estes aditivos provocam
muitos questionamentos quanto aos seus potenciais efeitos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos (BRASIL, 2007).

Entre os diferentes testes que avaliam a citotoxidade de compostos, o uso de
meristemas de raizes de Allium cepa L. é considerado um eficiente teste para o screening
preliminar da citotoxicidade e genotoxicidade de compostos quimicos. O teste de Allium
cepa é considerado uma ferramenta util para a pesquisa basica do potencial genotdxico
e citotoxico de produtos quimicos, substancias complexas como extratos de plantas,
dejetos industriais e aguas contaminadas (CUCHIARA et al. 2012). Dessa forma, torna-
se relevante avaliar, por meio de bioensaios de avaliagao de toxicidade usando A. cepa,
a citotoxicidade e genotoxicidade das flores de hibisco e assim, garantir seguranca para
quem utiliza essas flores para tratar problemas de saude

Outro bioensaio, importante e eficaz na identificacdo de compostos bioativos, bem
como toxicidade aguda de compostos naturais, € o que utiliza Artemia salina Leach,
(1819). Por ser considerado um teste rapido e eficiente, € muito utilizado em estudos para
determinagao do potencial toxicoldgico de plantas.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a toxicidade aguda e a citotoxicidade; a
genotoxicidade e mutagenicidade das flores de H. sabdariffa nas formas natural e
industrializada, bem como investigar seu efeito antimutagénico frente a substancia

clastogénica paracetamol a 400mg/L.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de H. sabdariffa

As flores de H. sabdariffa desidratadas foram adquiridas em ervanario na cidade de
Teresina, Piaui, Brasil, especializado na comercializagdo de produtos naturais. As flore
em po6 na forma industrializada foram obtidas em uma farmacia do municipio de Picos,
Piaui, Brasil. Os produtos industrializados oriundos de dois laboratérios farmacéuticos

(LF) foram identificados como A e B.

2.2 Teste em Allium cepa

2.2.1 Concentragdes e grupos tratamentos

Para determinacao das concentragdes de H. sabdariffa, foi utilizado como parametro
a forma de preparo indicada nos rétulos de cada produto. Para o preparo da infusdo de
cha (extrato aquoso) foram utilizadas 20 gramas das flores desidratadas para um litro de

agua fervente, definindo-se para estudo as concentragdes: 0,02; 0,04 e 0,08 g.mL. Em
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relacao aos produtos industrializados referentes aos laboratérios A e B, a concentracao
sugerida nos rotulos é de 10 gramas de hibisco em p6 para 200 mL de agua e assim, as
concentragdes foram: 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL. A solugéo clastogénica utilizada foi preparada
com 400mg de paracetamol em 1 litro de agua (0,4 mg.ml"), (PINHO et al., 2010). Neste
estudo foram usados os seguintes tratamentos: Controle negativo — somente agua
destilada; Controle positivo — agua destilada associada a paracetamol a 0,4 mg.ml’;
Cha - flores desidratadas, extrato aquoso nas concentragdes de 0,02; 0,04 e 0,08 g.mL™";
Produto A — forma industrializada do fabricante A, extrato aquoso nas concentragdes de
0,05; 0,1 e 0,2 g.mL; Produto B — forma industrializada do fabricante B, extrato aquoso
nas concentragdes de 0,05; 0,1 e 0,2 g.mL; Tratamento simultdneo — extrato aquoso
(flores desidratadas e forma industrializada- A e B) associado com paracetamol nas

concentragdes anteriormente descritas.

2.2.2 Obtengao das células meristematicas das raizes de A. cepa

Bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua destilada, a
temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento.
Para analise de cada amostra (tratamento) foi estabelecido um grupo experimental com
cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas
amostras, algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio
bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram postas em seus respectivos tratamentos por
24 horas, sendo este procedimento denominado de tempo de exposicao 24 horas.

Apods 24 horas, algumas raizes foram tiradas e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposicao 48 horas.
Apods este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposi¢ao
24 e 48 horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a agdo de H. sabdariffa desidratado
e industrializado em mais de um ciclo celular. A fixacao das raizes se deu em Carnoy 3:1
(etanol: acido acético) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por
bulbo.

2.2.3 Preparacéo e analise das laminas

As laminas, 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscoépio éptico em objetiva de 400x. Para cada cebola
utilizada foi analisado 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo
de exposicao 24 horas e tempo de exposicdo 48 horas de todo tratamento em analise.
Assim, para cada concentragao da planta analisou-se um total de 15.000 células.

Para a avaliagao da citotoxicidade dos produtos de H. sabdariffa foram observadas e
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apurado o numero de células em interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. A partir
desta analise determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte equagao: (numero
total de células em mitose / numero total de células analisadas) x 100. A genotoxicidade
foi avaliada através da frequéncia de alteragdes de fuso mitético e a mutagenicidade por
meio do numero de micronucleos observados.

2.3 Bioensaio em Artemia salina

2.3.1 Preparacéao das concentracoes

Foram usados 100 mg das flores desidratadas e dos produtos industrializados
referentes aos laboratérios A e B de H. sabdariffa para 100 ml de solugao de sal marinho
sintético. As solugdes obtidas foram mantidas em constante agitacdo para completa
homogeneizagdo. Ao final do processo obteve-se uma concentragdo de 1000 mg.L'de
cada produto. A partir dessa concentragao, foram realizadas diluicbes seriadas e obteve-
se as concentragdes de 500 mg.L", 250 mg.L", 125 mg.L' e 62,5 mg.L-". O controle foi
preparado utilizando apenas solucio salina para ter certeza de que a morte dos nauplios
seria provocada pela toxicidade dos compostos, € nao por falta de algum recurso durante

a realizacdo do teste. Os testes foram realizados em triplicata.

2.3.2 Eclosao dos cistos de A. salina

O teste de toxicidade frente A. salina foi realizado segundo o protocolo proposto por
Meyer et al., (1982) e Lima et al., (2018), com modifica¢des. Inicialmente, pesou-se 30 g
de sal marinho e diluiu-se em 1L de agua potavel para o preparo da agua salina, usada
para a eclosdo dos cistos e preparo das diluigdes. A agua foi mantida a temperatura
ambiente, sob agitagao e aeragao constante, com recepcéao de luz artificial de 100 W, em
equipamento fabricado de garrafa pet e acrescentado 0,3g de cistos de A. salina, que

permaneceram por um periodo de 48 horas até a eclosao dos nauplios (larvas).

2.3.3 Avaliacdo da toxicidade frente A. salina

Apés a eclosdao dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, as larvas de
microcrustaceos (n=10) foram transferidas para os tubos nos quais estavam presentes os
extratos em diferentes concentragdes (Figura 5). Os tubos foram deixados em temperatura
ambiente e sob iluminagdo por 24 horas. Apés esse periodo, foram contados o numero
de nauplios vivos e mortos. S6 foram considerados validos os testes nos quais o controle
apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10% da populacgao.
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2.4 Analise dos dados

Para a analise estatistica dos resultados obtidos no teste de toxicidade em A. cepa
foi utilizado o teste do Qui-quadrado (x?), p < 0.05. Em relagdo ao bioensaio frente a A.
salina, foi calculada a porcentagem de mortes em cada concentragao e controle. Através
de regresséo linear foi determinao a CL,, obtida da correlagé@o entre a porcentagem de

individuos mortos e a concentragao dos extratos aquosos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes em Allium cepa

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 1, verificou-se que as trés
concentracdes de cha das flores de H. sabdariffa e do produto A, em 24 e 48 horas,
nao causaram reducdo da divisdo celular nos meristemas de raizes de A. cepa quando
comparados aos seus respectivos controles (p<0.05), ndo sendo considerados citotéxicos.
No entanto, nas trés concentragdes do produto B, em 24 e 48 horas, houve significativ

reducao da divisao celular dos meristemas de raizes (p<0.05).

TE/IM
Hibiscus sabdariffa TR Oh 24 h 48 h
(mg/mL-)
0,02 18,2 19,6 16,7
Cha 0,04 15,3 16,8 13,5
0,08 16,5 17,5 14,3
0,05 17,0 16.1 15,2
Produto A 0,1 17.8 15.3 15,0
0,2 19,7 17.5 14,3
0,05 21,2 50 3.4
Produto B 0,1 19,9 9.5 5.4
0,2 18,7 7.3 48

Tabela 1 — indices mitéticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos
por 24 e 48h a trés concentragdes de cha das flores de Hibiscus sabdariffa forma desidratada e dois
produtos industrializados (A e B). Para cada tratamento foram apresentados os valores significativos de

X

TE: tempo de exposicdo; IM: indice mitético; TR: tratamento. Valores seguidos de asteriscos diferem
significantemente pelo teste x2ao nivel de 5%. Fonte: Autora (2019).

Nas Tabelas 2 e 3 sdo apresentados o numero de células em interfase e em
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diferentes fases da divisdo celular, e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de

células meristematicas de raizes de A. cepa analisados no tratamento simultaneo, controle

negativo e controle positivo de cha das flores desidratadas de H. sabdariffa e produto

industrializado do fabricante A.

C(g/ml) TE TCIl P M A T TCD IM (%)
CN 4280 512 103 61 44 720 16,82
0,02 24h 4304 484 101 65 46 696 16,17
48n 4403 401 110 47 39 597 13,55
cP 4478 389 86 32 15 522 10,44
CN 4223 589 86 61 41 777 18,39
0,04 24h 4296 534 73 51 46 704 16,38
48h 4311 492 93 49 55 689 15,98
cP 4413 420 90 42 35 587 11,74
CN 4291 526 64 58 61 709 16,52
0,08 24h 4322 497 67 60 54 792 15,68
48h 4341 460 71 62 66 659 15,18
cP 4470 389 62 43 36 530 10,60

Tabela 2: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL-" de cha das flores

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CN — Controle
negativo; CP — Controle positivo; IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Profase;

desidratadas de H. sabdariffa.

M — Metafase; A — Anafase; T — Tel6fase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo

teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

C(g/ml) TE TCI P M A T TCD 1M (%)
CN 4388 407 81 52 72 612 12,24
0,05 24h 4434 402 116 8 40 566 11,32
48h 4371 456 124 12 37 629 12,58
CP 4475 406 72 21 26 525 10,50
CN 4262 557 86 51 44 738 14,76
0.1 24h 4321 502 83 53 41 679 13,58
48h 4358 490 79 38 35 642 12,84
CP 4503 382 63 30 22 497 9,94
CN 4268 604 50 41 37 732 14,64
0,2 24h 4288 521 83 57 51 712 14,24
48h 4359 496 60 49 36 641 12,82
CP 4523 320 63 51 43 477 9,54

Tabela 3: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL-" de H. sabdariffa

industrializado pertencente ao fabricante A.

TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢cdo; CN — Controle
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negativo; CP — Controle positivo; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; P — Préfase;
M — Metafase; A — Anafase; T — Tel6fase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo
teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

A partir dos resultados descritos nas Tabelas 2 e 3, observou-se que os indices de

divisao celular obtidos no tratamento simultdneo, para os tempos de exposicédo de 24 e

48 horas do cha e produto industrializado do fabricante A, nao diferiram estatisticamente

entre si quando comparadas ao controle e, portanto, ndo potencializaram o efeito

antiproliferativo provocado pela substancia clastogénica, diminuindo dessa forma, o efeito

citotéxico induzido pela mesma.

Na Tabela 4 sdo apresentados os indices mitéticos obtidos para os tratamentos

controle negativo, controle positivo e tratamento simultaneo e produto industrializado do

fabricante B. Observa-se que o indice de divisao celular nos tempos de exposi¢cédo de 24

e 48 horas das trés doses do tratamento simultadneo apresentam diferengas significativa

dos seus respectivos controles, sugerindo uma potencializagdo do efeito antiproliferativo

ocasionado pela substancia clastogénica sendo, portanto, citotéxico.

C(g/ml) TE TCH P M A T TCD IM (%)
CN 4100 566 145 89 100 900 21.95

0,05 24h 4341 486 77 21 75 659 13.18'
48h 4257 536 104 23 80 743 14.86°
CP 4336 521 73 39 31 664 13,28
CN 4096 683 96 69 56 904 22.07

0,1 24h 4109 622 150 32 87 891 17.82°
48h 4228 632 93 9 38 772 15.44'
CP 4216 612 85 31 56 784 15,68
CN 4000 813 74 54 59 1000 25

0,2 24h 4362 513 64 10 51 638 14.62°
48h 4253 564 79 38 66 747 17.56°
CP 4219 556 102 75 48 781 15,62

Tabela 4: Numero de células indiferenciadas e em interfase, nimero de células em divisao e valores
de indice mitético obtido para as células-raiz de A. cepa dos tratamentos: controle negativo, controle
positivo e tratamento simultaneo nas concentragdes 0,02; 0,04 e 0,08 mg/mL"' de H. sabdariffa

industrializado pertencente ao fabricante B.

TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢cdo; CN — Controle
negativo; CP — Controle positivo; IM — indice Mitdtico; TCD — Total de células em divis&o; P — Profase;
M — Metafase; A — Anafase; T — Telofase. Valores seguidos de asteriscos diferem significantemente pelo
teste x2dos valores obtidos para o seu respectivo controle negativo. Fonte: Autora (2019).

indices mitéticos significativamente inferiores aos indices dos seus respectivos

controles, como os obtidos para o produto B no tratamento simultdneo (Tabela 4),
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podem indicar a presenga de agentes cuja agao toxica compromete o crescimento e o
desenvolvimento dos organismos expostos. Quando ocorre a inibicdo da proliferagcao
celular ocasionada por compostos citotdéxicos em tecidos de intensa proliferacao celular e
que apresentam desempenho normal, causam enormes prejuizos ao organismo, inibindo
ou limitando a reposi¢cao de células, interferindo na producao de proteinas o que pode
resultar no mau funcionamento do 6rgdo onde esta localizada (HERRERO et al., 2012).
A inibicao da divisdo em tecidos normais é extrema, deve-se principalmente a acédo de
agentes que interferem na integridade e correto funcionamento do fuso nuclear durante
a mitose, ocasionando um desarranjo cromossOmico consideravel (SALES et al.,2016).

Os resultados mostram que os indices mitéticos obtidos para os tratamentos
simultdneos, nas concentracdes analisadas e nos tempos de exposi¢do avaliados do
produto A, ndo apresentaram diferengas estatisticas significativas para os seus respectivos
controles negativos. Dessa forma, o produto avaliado nessas condi¢cdes de estudo, nao
inibiu a divisdo celular e, portanto, ndo potencializou o efeito antiproliferativo ocasionado
pelo paracetamol. Considerando a acdo ocasionada por essa substancia, o produto A
agiu como um protetor das alteragdes no ciclo celular ocasionado por ela, modulando
os danos que a mesma causa. Quanto aos resultados referente ao produto B, nas trés
concentracdes e nos dois tempos de exposicéo, 24 e 48 horas, observa-se que os indices
mitdticos apresentam diferengas estatisticas em relagédo ao controle negativo. Essas
diferengas apontam para uma agé&o potencializadora do efeito antiproliferativo ocasionado
pelo paracetamol, aumentando dessa forma, a citotoxicidade provocada pelo composto
mutagénico, e descartando, portanto, um possivel efeito protetor por parte do produto B.

De acordo com Sales et al. (2016), levando em considerag&o que o principio celular &
formar novas células iguais a célula-mae, produzir células com alteragdes na estrutura, ou
apresentando distorgdes no nimero de cromossomos, interferem no funcionamento celular,
tornando a mesma inviavel, tendo como consequéncia a sua eliminagao dos tecidos que
apresentam desempenho normal, podendo dessa forma, acarretar efeito antiproliferativo
significativo. A substancia clastogénica tem como caracteristica a capacidade de interferir
no ciclo celular, ocasionando efeitos antiproliferativos, bem como alteracdes a nivel de
cromossomos. Portanto, condicdes desse tipo, em que ha a associacao de uma substancia
clastogénica com produtos adicionados de compostos excipientes, que também possui
uma grande capacidade de inibir a divisdo celular, podem ser usadas para explicar
os resultados de citotoxicidade e potencializagdo do efeito clastogénico causado pelo
paracetamol, no produto industrializado pertencente ao fabricante B, em seu tratamento
simultaneo.

Em uma comparagao entre as alteragdes celulares obtidas para os tratamento
controle negativo, controle positivo e simultaneo, observadas em ambos os produtos A
e B, nos diferentes tempos de exposicao. Os resultados mostraram que o produto A em
associagao com H. sabdariffa, nas diferentes concentragbes, o numero de alteragdes
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cromossémicas nao apresenta diferenga significativa quando comparada aos seu
respectivo controle negativo. Portanto, considerando as condi¢des estudadas, pode se
sugerir um efeito antimutagénico das concentragdes de H. sabdariffa do produto A frente
a agao da substancia clastogénica, tendo em vista que 0 mesmo impediu 0 aumento do
numero de aberragdes cromossémicas observadas, apds a exposi¢cdo a esse composto.
Diferentemente do produto B, que nas diferentes concentracdes, apresentou numero
de alteragbes nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas, significativamente maiores
das apresentadas em seu respectivo controle negativo, mantendo dessa forma o efeito
mutagénico causado pelo paracetamol.

Na avaliagdo das alteracdes celulares obtidas para o cha das flores desidratads
de H. sabdariffa, os resultados mostraram que, assim como nos resultados observados
no produto A, o indice mitético de cada concentracdo analisada, nos diferentes tempos
de exposicado, nao apresentam diferencas significativas quando comparados aos seus
respectivos controles negativo, dessa forma, pode-se afirmar que a infusdo de cha de
hibisco, obtido das flores naturais, além de agir como modulador de danos celulares,
apresenta também efeito antimutagénico as raizes de A. cepa expostas a substancia
clastogénica.

3.2 Bioensaio com Artemia salina

Foram obtidas as médias e desvio padrédo da porcentagem de nauplios mortos, frente
as concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 mg.L™", do cha das flores desidratadas de
H. sabdariffa e produtos A e B industrializado. Utilizando esses dados, foi gerada uma reta
de regressao linear no programa Excel que gerou uma equacgao da reta (y=ax+b), sendo
possivel determinar a CL, (concentragao letal capaz de provocar a mortalidade de 50%
dos nauplios).

Testes que avaliam a toxicidade sao elaborados com o intuito de avaliar possiveis
efeitos causados pelo uso de compostos que contém em sua constituicdo, substancias
toxicas, que podem desencadear efeitos contrarios aos esperados, nos sistemas
biolégicos (BAROSA, 2003). Trata-se de bioensaios bastante utilizados em estudos de
substancias que possuem atividade bioldgica, com o objetivo de avaliar interacbes que
essas substancias podem ter no organismo. Dentre estes ensaios bioldgicos, o teste
utilizando o microcustacio A. salina é bastante eficaz na determinagdo de compostos
bioativos, principalmente em extratos de plantas (MEYER et al., 1982; NOLDIN et al.,
2003), na avaliagao da toxicidade e atividade inseticida (LEITE et al., 2009), possuindo
uma boa correlagédo com outros testes que avaliam toxicidade oral aguda in vivo (PARRA
et al., 2001).

A Figura 4, apresenta a reta de regressao linear, obtida por meio da correlagao
entre a concentragédo de Hibiscus sabdariffa, industrializado e natural na forma de flore
desidratadas, e o percentual de letalidade de Artemia salina. A titulo de adequacgéo, alguns
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valores extremos da concentracao em estudo, foram retirados.
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Figura 4: Reta de regressao obtida da correlagdo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do H. sabdariffa pertencente ao (a) cha, (b) fabricante A e (c) fabricante B.

Meyer et al., (1982), afirma que em avaliagbes de toxicidade de compostos ativos,
utilizando A. salina que apresentarem o valor da CL,, inferior a 1000 pg/mL™" considera-
se esse composto como toxico. Para o produto industrializado pertencente ao fabricante
A nao foi possivel determinar a CL,, pois ficou abaixo da menor concentragdo testada,
ou seja CL,,<62,5ppm. Obteve-se CL, =123,75ppm para o produto B e CL,, de 417,7ppm
para o cha. De acordo com Dolabela (1997), compostos que possui uma CL. <80 mg.L",
sé&o tidos como altamente tdxicos, os que apresentam CL,  entre 80 mg.L" e 250 mg.L"",
s&o considerados moderadamente toxicos e com um CL,>250 mg.L", possuem baixa
ou nenhuma toxicidade. Levando em consideragcao os parametros apresentados, os
resultados mostram que o H. sabdariffa industrializado pertencente aos fabricantes A e B,
apresentam moderada toxicidade. Ainfusdo de cha apresenta baixa ou nenhuma toxicidade
frente ao bioensaio com A. salina. Segundo Santos; David; David (2011), um valor de CL
<1000mg.L" indica que esses produtos apresentam compostos biologicamente ativos.

Estudos iniciais de avaliagdo toxicolégica com A. salina sdo bastante realizados,
justamente pelo fato de sua eficacia como teste inicial, ser comprovada, quando submetidos
a analises posteriores. Essa eficacia da segurancga aos testes de toxicidade preliminar
realizados com esse bioensaio, pois asseguram os resultados obtidos, fornecendo

confiabilidade a estudos como esse

41 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes estudadas, as concentragcdes de Hibiscus sabdariffa analisadas
na forma natural e industrializada, pertencente ao fabricante A, ndo apresentaram
citotoxicidade frente A. cepa e quando expostos simultaneamente apresentaram efeito
protetor de danos causados por essa substancia demonstrando acdo antimutagénica,
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controlando de forma eficaz tanto o efeito inibidor da divisdo celular como as alteragdes
a nivel cromossémico. O produto industrializado do fabricante B mostrou citotoxicidade
e quando associado ao paracetamol potencializou o efeito citotéxico e mutagénico,
induzindo um alto efeito antiproliferativo. A avaligdo da toxicidade frente ao bioensaio com
A. salina, mostrou que as concentragdes de H. sabdariffa testadas, na forma natural ndo
apresentaram toxicidade, e os produtos industrializados A e B apresentaram toxicidade.
Portanto, esses resultados apontam que a planta pode ser utilizada pela populacao
para fins medicinais, porém & necessario um pouco de cuidado ao consumi-la na forma
industrializada, tento em vista que alguns compostos excipientes adicionados ao produto,
no processo de industrializagdo, podem ser responsaveis pelo aumento da toxicidade
desses produtos
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RESUMO Os aditivos excipientes, também
denominados de ingredientes inativos, estao
presentes em grande parte dos medicamentos,
pois além de garantir a estabilidade e
as propriedades  biofarmacéuticas  dos
medicamentos melhoram as caracteristicas
organolépticas e, assim, a aceitacdo dos
medicamentos, principalmente, pelo publico
infantil. O objetivo do trabalho foi avaliar a
toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade
de excipientes aromatizantes de Mentol,
Laranja e Coco presentes em medicamentos
pediatricos. Foi utilizado como sistemas testes
os bioensaios de Allium cepa e Artemia salina,
por se tratarem de metodologias de facil acesso
e eficiéncia comprovada. Os trés aromatizantes
foram citotoxicos e genotdxicos as células de
meristema de raizes de A. cepa. Resultados
que corroboram os encontrados no ensaio com
A. salina, no qual os aromatizantes causaram
mortalidade de 100% dos nauplios de A. salina
em todas as concentragdes testadas, sendo

considerados muito toxicos. Os resultados aqui

Capitulo 6



http://lattes.cnpq.br/7893278135913880
http://lattes.cnpq.br/0231968397617981
http://lattes.cnpq.br/4031662027454518
http://lattes.cnpq.br/3605560420792065
http://lattes.cnpq.br/1673578415957204

apresentados deixam em alerta as industrias farmacéuticas, no que tange a concentracéo
utilizada desses aromatizantes nos medicamentos pediatricos. Pesquisas que visam avaliar
a toxicidade de tais excipientes presentes em farmacos sao necessarias para garantir a
seguranca de medicamentos infantis.

PALAVRAS-CHAVE: aditivos alimentares, criangas, medicamentos, Allium cepa, Artemia
salina

EVALUATION OF TOXICITY, CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF FLAVORING
EXCIPIENTES USED IN PEDIATRIC MEDICINES

ABSTRACT: Excipient additives are also called inactive ingredients and they are present
in most medications, and ensuring stability of drugs, improve their organoleptic properties
and consequently the acceptance of the medications by children. The aim of this study
was to evaluate the toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of flavoring excipientes of Mentol,
Laranja and Coco used in pediatric medicines. Two bioassays were performed: Allium cepa
and Artemia salina. These results corroborate those found for the A. salina assay and all
evaluated flavorings promoted 100% mortality of A. salina nauplii for all tested concentrations,
demonstrating toxic. This results alert the pharmaceutical industry, regarding the concentration
of these flavorings in pediatric medicines. Research aimed to evaluate of the toxicity of
flavoring excipientes in drugs is necessary to ensure safety in the medicines for children
KEYWORDS: food additives, children, medicines, Allium cepa, Artemia salina

11 INTRODUCAO

Os aditivos excipientes, também denominados de ingredientes inativos, estao
presentes em grande parte dos medicamentos destinados a humanos e animais. Tais
produtos nao possuem acdo medicamentosa, porém, sdo associados a farmacos com as
funcdes principais de torna-los palataveis e protegé-los contra a agdo de microrganismos
(BARROS et al., 2015). Dentre os ingredientes mais utilizados em medicamentos estdo os
de acdo aromatizante, corante e conservante (ARAUJO; BORIN, 2012).

Descreveu-se por muitos anos esses excipientes como substancias inertes que nao
apresentam agao farmacologica ou toxicolégica, ndo afetando ou interferindo de nenhuma
forma nos efeitos do medicamento e, dessa forma, praticamente nunca eram considerados
quando o paciente apresentava reacdes adversas como alergias. (PIFFERI; RESTANI,
2003; NAPKE, 2004).

A avaliagao dos excipientes utilizados nas formulagdes pediatricas € importante ao
se considerar que os excipientes podem agir com o principio ativo (DOMINGOS, 2010).
Segundo Balbani et al. (2006), Pifferi et al. (2002), Napke et al. (1984) e Heineck et al.
(2004) tais excipientes podem nao ser componentes inertes na formulagao pediatrica, e
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sendo assim podem causar reagdes adversas ao interagir com o farmaco.

Os excipientes de medicamentos para uso interno podem ser: conservantes, corantes,
aromatizantes (flavorizantes), adogantes (edulcorantes) espessantes, emulsificantes
estabilizantes ou antioxidantes. Eles mantém os remédios livres de microrganismos e
adequados ao consumo por mais tempo, além de torna-los palataveis, favorecendo a
adesédo ao tratamento (BALBANI; STELZER; MONTOVANI, 2006). Existe em especial o
grupo dos aromatizantes que possuem propriedades sensoriais que caracterizam cada
sabor e aroma de produtos diversos (MELLO; THOME; LIMA, 2004). Esses ingredientes
sdo usados para melhorar o sabor dos medicamentos. Normalmente s&o segredos
industriais, portanto ndo vém especificados nas bulas. Os flavorizantes podem ser naturais
(6leos essenciais extraidos de plantas e sabores naturais de frutas) ou artificiais (alcoois
aromaticos, aldeidos, balsamos, fenaois, terpenos, etc.) (KUMAR et al., 1993).

De acordo com Polonio e Peres (2009), varios estudos mostram reagdes adversas
aos excipientes, tanto na forma crénica como aguda. Por exemplo, as reacdes téxicas no
metabolismo causadoras de alergias, alteragdo no comportamento e até carcinogenicidade,
que é observadaemumtempo mais prolongado. Lucas (2001) mostra que tais aromatizantes
podem desencadear efeitos indesejaveis por intolerdncia, mecanismo nao imunoldgico
que leva as reagdes anafilactdides e idiossincrasias, ou alergia que € um mecanismo
imunoldgico que pode resultar em hipersensibilidade imediata ou tardia.

No desenvolvimento de medicamentos pediatricos, 0 numero de excipientes e a sua
quantidade numa formulagdo deve ser o minimo possivel, tendo em ateng¢do a garantia
da qualidade do produto, no que diz respeito a sua fungao, estabilidade, palatabilidade,
controle microbiano, uniformidade de dose, entre outros fatores. Quanto a sua escolha,
devem ser tomados em conta os seguintes aspetos: a fungao do excipiente na formulagao
e potenciais alternativos; a aceitagcdo pelo doente, incluindo palatabilidade; a via de
administragao; o perfil de seguranga do excipiente para as criangas na faixa etaria alvo; a
duragao prevista do tratamento e a doenga a ser tratada (EMA, 2013).

As industrias farmacéuticas sao obrigadas a discriminar os ingredientes inativos na
bula dos medicamentos (BRASIL, 2003). Todavia muitos profissionais de saude ndo leem
a bula ou ndo tém nogdes sobre os excipientes ao prescrever medicamentos (KUMAR,
1993). Nos EUA, sao efetuadas mais de 3,5 bilides de prescricdes pediatricas por ano.
Destas, mais de 50% sao de medicamentos que n&o foram sujeitos a ensaios clinicos na
populagdo mencionada; isto €, sem estudos acerca de qual a dosagem adequada, efica
e segura (WERTHEIMER, 2011). Segundo o IMS Health, consultoria norte-americana
especializada na area farmacéutica, em 2011, o mercado farmacéutico brasileiro atingiu
cerca de R$38 bilhdes de reais em vendas e em foram comercializados mais de 2 milhdes
de unidades de medicamentos em 2010. Tais dados mostram o quanto vem crescendo

o numero de farmacos destinados as criangas, tornando cada vez mais importante a

qualidade de produgao desses farmacos.
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O Ministério da Saude, por meio da Anvisa (BRASIL, 2007), declara que, apesar de
imprescindiveis para as industrias farmacéuticas, os ingredientes excipientes levantam
uma seérie de duvidas quanto sua toxicidade em nivel celular, uma vez que, estudos de
avaliagdes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidades sobre estes compostos
sao praticamente inexistentes na literatura cientifica. Também afirma que estas avaliagdes
sdo essenciais para a elaboragao e/ou modificagdes de documentos que regulamentam o
uso de excipientes em medicamentos. Para Araujo (2012), o emprego desses compostos,
qgquando possivel, em formulacdes destinadas a grupos de risco deve limitar-se aos
estritamente necessarios para manter a qualidade do medicamento e a funcao do farmaco,
de forma a evitar possiveis reacdes adversas.

Os testes de toxicidade sao elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os
efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(FORBES; FORBES, 1994). O sistema teste Allium cepa L., através das células
meristematicas de suas raizes, € um importante bioensaio utilizado para a avaliacao
inicial de toxicidade de compostos quimicos de interesse. As avaliagdes de citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade, e da agao potencializadora de danos celulares, por meio
deste sistema teste vegetal, sdo de longa data aceitas pela comunidade cientifica, em
razao de que, os resultados obtidos por intermédio desse bioensaio demonstram, em
grande parte das vezes, similaridades satisfatorias aos resultados obtidos em animais e
em cultura de células (TABREZ et al., 2011).

Segundo Hirota et al., (2012), o ensaio de letalidade frente a A. salina € uma
metodologia muito utilizada para avaliar o potencial toxico de extratos e substancias
isoladas. Ela é utilizada em testes de toxicidade aguda devido a sua capacidade para
formar cistos dormentes, sua praticidade de manuseio e cultivo, por ser um método
rapido e barato, aplicavel como bioindicador em uma avaliagao toxicoldgica pré-clinica
(CARVALHO, et al.; 2009). Devido a estas caracteristicas, esta metodologia vém
sendo empregada além da linha de pesquisa em produtos naturais, sendo observada
sua aplicabilidade em areas como sintese de medicamentos, farmacologia, neurologia,
quimica, meio ambiente, ecologia, screening biolégico e outros (HIROTA et al., 2012).

Até o momento, ndo existe na literatura cientifica estudos de toxicidade em nivel
celular de excipientes de aroma e sabor de Mentol, Laranja e Coco. Estes ingredientes
sdao amplamente utilizados na fabricagcdo de medicamentos, principalmente os de uso
infantil. Ainda, sdo associados a farmacos destinados a animais de corte e caes (PAULINO;
DETMAN; SILVA, 2014). Devido a escassez de pesquisa é impossivel saber se modifica
de forma prejudicial a composi¢cdo dos farmacos, de tal forma que acarrete prejuizos a
saude de quem ira consumir.

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e
toxicidade de excipientes de aroma e sabor de Mentol, Laranja e Coco. Foi analisado a

acao desses excipientes de aroma, em diferentes solugdes e tempos de exposicao, sobre
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a divisdo celular usando como teste de Allium cepa e o microcrustaceo Artemia salina, por
ser metodologias de facil acesso e com resultados relevantes e satisfatorios.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1.0btencao dos aromatizantes

Osexcipientes aromatizantes de Mentol, Laranjae Cocoforamobtidos de umaindustria
de fabricacdo de aditivos excipientes para medicamentos de grande representatividade
no ramo, localizada na regiao sudeste do Brasil.

2.2. Sistema teste vegetal (Allium cepa)

As cebolas (Allium cepa) foram adquiridas de forma comercial, sendo escolhidas as
de tamanho médio. Em seguida foram limpas e colocadas na agua destilada por cerca de
72h em temperatura ambiente (x 27°C), para o crescimento das raizes até mais ou menos
2 cm e meio de comprimento, sendo a agua trocada 2 vezes ao dia, garantindo assim o
crescimento correto das raizes.

Cada excipiente aromatizante foi avaliado nos seguintes tratamentos: puro (sem
diluicdo), e os aromatizantes diluidos em agua destilada nas concentragbes de 50%,

33,3%, 20% e 16,6%. Também foi realizado um controle apenas com agua destilada.

2.2.1. Avaliacdo da citogenotoxicidade dos aromatizantes de Mentol, Laranja e

Coco

Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas solugdes, algumas
raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo, denominado de
tempo de exposigao Oh. Em seguida, as raizes restantes foram postas em suas respectivas
solugdes por 24 horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢ao 24 horas.
Apos este tempo, foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposi¢ao 48 horas.
Em seguida, raizes novamente foram coletadas e fixadas

A fixacao das raizes se deu em solugao Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24
horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

Em cada coleta, foi retirado, em média, quatro raizes por bulbo. No preparo das
laminas, utilizou-se 4 radiculas por bulbo, as quais foram hidrolisadas em HCI 1N por 10
minutos. Foram, entdo, lavadas em agua destilada. As raizes das cebolas foram coradas
pela reagao de Feulgen com orceina acética 2%. A regidao meristematica das radiculas foi
fragmentada com o auxilio de agulhas histoldgicas, coradas, e a laminula colocada sobre
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o material.

As laminas, 05 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para cada bulbo
foi analisado 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle de bulbo, para
cada tempo de exposicao 24 horas e para cada tempo de exposi¢ado 48 horas. Portanto,

para cada tratamento analisou-se um total de 15.000 células.

2.2.2. Analise estatistica

Para a determinagdo da citotoxicidade dos tratamentos realizados, foi apurado o
numero de células em interfase, profase, metafase, anafase e teldéfase. A partir desta
analise determinou-se o indice mitético (IM) através da seguinte equacgao: (numero total
de células em mitose + numero total de células analisadas) x 100. A genotoxicidade foi
avaliada através da frequéncia de alteragdes de fuso mitético

Para a analise estatistica foi realizado o Teste de analise de variancias (ANOVA)
seguido por teste multiparamétrico de Tukey, utilizando o software Bioestat 2.0,

considerando p <0,05.

2.3 Sistema teste animal (Artemia salina)

2.3.1. Cultivo das larvas de A. salina

Os cistos de A. salina foram adquiridos na cidade de Teresina, estado do Piaui, em
loja especializada em produtos para aquario.

Foi preparado uma solugéo salina contendo 25 g de sal marinho e 1000 mL de agua
potavel. Apés ser homogeneizada com um bastao de vidro, a solugéo foi colocada dentro
de um aquario e aerada durante 30 minutos. Posteriormente, foram incubados 0,3 g de
cistos de A. salina, mantendo a agua em agitagao e aeragao constante, com auxilio de um
compressor de aeragao para aquario. A incubacao foi feita durante o periodo de 48 horas.
O aquario foi iluminado por uma lampada fluorescente 10 W (ldampada de LED), sendo
realizado o controle de temperatura para manter a variagdo maxima da solugao entre 25
a 30 °C. O pH foi ajustado entre 8,0-9,0 adicionando-se gotas de uma solugéo 0,1 mol.
L' de NaOH. Apds eclosao, os nauplios de A. salina foram alimentados com ragao de

tartaruga.

2.3.2. Tratamento

Apo6s o periodo de incubagdo, 10 nauplios de A. salina foram transferidos, com
o auxilio de uma pipeta Pasteur, para tubos de ensaio contendo 3 mL das diferentes
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diluigdes dos aromatizantes: 50%, 25%, 12,5%, 6,25%. O controle negativo foi preparado
utilizando apenas solugao salina, utilizado para se ter certeza de que a morte dos nauplios
seria provocada pela toxicidade dos extratos, e n&o por falta de algum recurso durante
a realizacdo do teste. O teste foi feito em quadruplicata para cada concentragdo do
aromatizante.

2.3.3. Contagem das Larvas

Apds 24 horas em contato com o excipiente aromatizante, foi realizado a contagem
do numero de nauplios vivos e mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que
apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados proximos a uma fonte
luminosa. S6 foram considerados validos os testes nos quais o controle apresentou uma

mortalidade igual ou inferior a 10% da populagao.

2.3.4. Analise dos dados

Os resultados de toxicidade frente a A. salina foram analisados determinando a
porcentagem média de mortalidade em cada uma das concentragdes.

A concentragéo que mata 50% das larvas (CL,,) foi calculada com base na equagao
da reta obtida pela regressédo linear, considerando a correlagdo do logaritmo das
concentragdes e o correspondente percentual de mortalidade. Ao valor de y (ordenadas)
atribui-se a metade das mortes maximas possiveis (n/2), ao resultado de x obtido
(abscissas) aplica-se o antilogaritimo, resultando no valor final da CL,, (BARCELOS et
al., 2017; RAJEH et al., 2012).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, é apresentado o numero de células em interfase e em diferentes
fases da divisdo celular, e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de células dos
meristemas de raizes de A. cepa tratados com agua e com os aromatizantes de Mentol,
Laranja e Coco. Na descricao dos resultados foram apresentados os valores significativo

do Teste de analise de variancias (ANOVA) seguido por teste multiparamétrico de Tukey.

AROMATIZANTE DE MENTOL

PROPORGAO | TE TClI P M A T TCD IM (%)
CO 4148 | 528 | 77 67 180 852a 17,08

PURO 24h 4206 | 453 | 43 35 173 704 14,1°
48h 4301 527 | 53 40 162 699 14,0°

CcO 4251 503 | 40 40 166 749a 15,02
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50% 24h 4376 | 432 | 29 32 131 624p 12,5°
48h 4517 | 348 | 25 27 83 483c¢ 9,7¢

(6]0) 4027 | 529 | 200 | 152 92 973a 19,52

33,3% 24h 4659 178 | 97 34 32 341b 6.8b
48h 4731 143 | 73 24 29 269c 5,4¢

(6]0) 4155 | 532 | 54 65 194 845a 16,92

20% 24h 4332 | 426 | 98 89 55 668b 13,4°
48h 4394 | 398 | 44 34 130 606b 12,1°

CcO 4151 613 | 48 38 150 849a 17,08

16,6% 24h 4287 | 502 | 47 36 128 713b 14,3°
48h 4425 | 380 | 30 24 141 575¢ 11,5¢

AROMATIZANTE DE LARANJA

PROPORCAO | TE | TClI Pl M| A T TCD IM (%)
CO | 4092 |543|234| 111 | 20 908a 18,16°

PURO 24h | 4105 [680 | 142 | 90 | 53 895a 17,92
48h | 4216 | 602 | 44 | 32 | 106 784 15,68°

CO | 4213 |616| 41 | 30 | 100 7874 15,742

50% 24h | 4309 [530| 27 | 25 | 109 691a 13,82
48h | 4408 | 441 | 35 | 21 95 5925 11,84°

CO | 4237 |546| 54 | 41 | 122 763a 15,26°

33,3% 24h | 4326 |[537| 22 | 13 | 103 6750 13,48°
48h | 4337 | 482| 38 | 31 | 112 6630 13,26°

CO | 4004 |573|245| 153 | 25 9964 19,922

20% 24h | 4175 |650 | 40 | 28 | 107 8250 16,50
48h | 4340 |536| 36 | 17 | 71 660c 13,2

CO | 4284 |674| 7 3 32 7164 14,322

16,6% 24h | 4303 [564 | 24 | 24 | 85 6972 13,942
48h | 4495 |420| 24 | 16 | 45 5050 10,1°

AROMATIZANTE DE COCO

PROPORCAO | TE | TcClI P | M A T TCD IM (%)
CO | 4045 |720| 34 | 24 | 177 9554 19,12

PURO 24h | 4051 |[703 | 59 | 40 | 147 949, 18,982
48h | 4188 |651 | 24 | 24 | 113 8125 16,24°

Co | 3978 |730| 68 | 42 | 182 10222 20,442

50% 24h | 4160 |630| 46 | 26 | 138 840b 16,80

48h | 4208 |636| 24 | 20 | 112 792 15,84b
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(610) 4178 701 | 21 17 83 822a 16,442
33.3% 24h 4172 665 | 29 20 114 828a 16,552
270 48h 4186 643 | 43 28 100 814a 16,282
(610) 4218 578 47 23 134 782a 15,642
20% 24h 4075 705 | 47 31 142 925, 18,52
48h 4083 719 | 39 31 128 917a 18,342
(6{0) 4044 569 | 161 72 19,122
16,6% 24h 4082 594 1 110 78 :]]gg g?ga 18,382
a a
48h 4135 669 | 29 22 145 8654 17,3

Tabela 1 - Numero de células observadas para cada fase do ciclo celular em tecido meristematico de
raizes de Allium cepa tratados com agua e com os excipientes aromatizantes sintéticos de Mentol,
Laranja e Coco, nas concentragdes pura e de 50%, 33,3%, 20% e 16,6%, respectivamente, nos tempos
de exposicao de 24 e 48 horas.

TCIl — Total de células em interfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicao; CO
— Controle; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em Divisdo. P-M- A-T_ fases da diviséo
celular. Dentro de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos da mesma letra n&o diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste ANOVA.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 01, verificou-se em relagédo ao
aromatizante Mentol que o indice mitotico e o total de divisdes referentes a dose pura no
tempo de exposigao 24 h, nao foi significativo quando comparado com o indice de diviséo
celular observado para o seu respectivo controle. No entanto, o indice de divisdo celular
para o tempo de exposicdo 48 h desta mesma dose foi menor que os indices mitéticos
observados para os seus respectivos controle e tempo de exposi¢cdo 24 h. Em relacao as
concentragoes 50%, 33,3% e 16,6% do mesmo aromatizante, notou-se que houve uma
diferencga significativa do tempo de exposi¢édo 24h como de 48h em relagao ao controle,
e também entre si. A concentracao de 20% se comportou de forma similar a dose pura.

Em relagdo ao aromatizante de Laranja (Tabela 1) as concentra¢des pura, 50% e
16,6% apresentaram diferencga significativa da divisdo celular do tempo de exposi¢cédo 48h
em relacéo aos seus respectivos controles. Nas concentragdes 33,3% e 20% os indices de
diviséo celular nos tempos de exposicao 24 e 48 h foram significativamente menores que
os obtidos para os seus especificos controles. Ainda para a concentracdo 20%, quando
comparamos os indices mitoticos e os totais de diviséo celular do tempo de exposicéo 48
h com os indices de divisao celular do tempo de exposi¢cao 24h constatou-se que também
diferiu estatisticamente entre si.

Para o aromatizante de Coco (Tabela 1) observou-se que, a dose pura do produto ndo
diferenciou estatisticamente em relagéo ao controle no tempo de exposi¢ao 24h, porém
houve uma diferencga significante do tempo de exposi¢ao 48h. Para a concentragao 50%,
houve uma diferenca significativa dos tempos de exposi¢ao 24h e 48h comparando ao
nivel de divisao celular do controle, no entanto comparando entre si ndo ha significancia
Para as concentragdes 33,3%, 20%, 16,6% nao houve diferenga significativa em relagao
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aos tempos de exposicao 24h e 48h.

Os trés excipientes aromatizantes na forma pura mostraram-se citotoxicos as raizes
de A. cepa. O Mentol e Laranja mostraram-se citotoxicos em todas as concentragcdes
testadas e o de Coco néo foi citotdoxico nas concentracdes de20% e 16,6%.

Na Tabela 2, sdo apresentados o numero e os tipos de aberragbes celulares
encontrados em células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com agua e com
os aromatizantes alimentares sintéticos de Mentol, Laranja e Coco. Na descrigao dos
resultados foram apresentados os valores significativos do Teste de analise de variancias

(ANOVA) seguido por teste multiparamétrico de Tukey.

AROMATIZANTE DE MENTOL

Proporgao TE ccll/lI c?r:?ciiarﬁia anPa'?;];ieca te::())(f)ar];ieca Microntcleo birﬁ(illile?da TAC
CO 00 00 00 00 00 01a
Puro 24h 04 03 30 00 00 37b
48h 15 20 33 32 06 106¢
CO 00 00 01 00 00 01a
50% 24h 03 10 10 06 03 32
48h 15 37 36 11 01 100¢
CoO 00 01 00 00 00 01a
33,3% 24h 00 07 03 09 02 21p
48h 08 11 15 20 03 57b
20% CoO 00 00 00 00 00 00a
24h 04 05 10 06 00 25p
48h 14 22 30 20 10 96¢
CoO 00 00 01 00 00 01a
16,6% 24h 05 06 03 06 01 21
48h 11 17 10 09 03 50¢
AROMATIZANTE DE LARANJA
Proporgao TE cg/lli?ct?rﬁia anZ?;];?ca te:?)?a?;?ca Microndcleo birﬁjillilzda TAC
CO 01 00 00 00 00 01a
Puro 24h 03 09 04 14 02 32
48h 04 13 09 21 00 47
Cco 00 01 00 00 00 01a
50% 24h 05 13 17 20 00 550
48h 09 17 25 37 00 88
CO 01 00 00 00 00 01a
33,3% 24h 13 18 07 55 00 25p
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48h 05 27 17 39 01 42

CO 00 00 00 00 00 00a

20% 24h 05 07 12 06 00 30p
48h 11 21 32 09 00 73c

CO 00 01 00 00 00 01a

16,6% 24h 07 04 00 02 06 19
48h 17 18 12 10 04 61c

AROMATIZANTE DE COCO

Proporgcao TE Metgf?s'e Plontt'a Poptg Micronucleo | , . Célula TAC
colchicinica anafasica | telofasica binucleada

CcO 00 00 00 00 00 00a

Puro 24h 04 00 00 00 00 50p

48h 15 49 13 89 00 100c

CcO 00 00 01 00 00 01a

50% 24h 09 72 22 111 03 40p

48h 00 37 59 98 01 75¢

(610)] 00 01 00 00 00 01a

33,3% 24h 00 28 33 171 02 22y

48h 18 20 49 108 00 61c

co 00 00 00 00 00 ?3?:

20% 24h 02 06 05 00 00 B¢
48h 06 11 04 05 00

CcO 00 00 00 00 00 00a

16,6% 24h 01 00 06 00 00 07v

48h 03 07 12 00 00 22¢

Tabela 2 — Numero e tipos de aberragdes celulares observadas em células meristematicas de raizes de
Allium cepa tratadas com agua e com os aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco, nas concentragdes
pura e de 50%, 33,3%, 20% e 16,6%, respectivamente, nos tempos de exposicado de 24 e 48 horas.

TE — Tempo de Exposicao; CO — Controle; TAC — Total de Alteragbes Celulares. Dentro de um mesmo
tratamento, valores de TAC seguidos da mesma letra nao diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste ANOVA.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que em todas as concentragdes
dos excipientes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco houve um aumento significativ
do total de alteragcdes cromossémicas nos tempos de exposi¢cao 24h e 48h em relagao
aos seus respectivos controles e entre si. Os aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco
mostraram-se genotoxicos.

A inibicdo drastica da divisdo em tecidos normais pode ocorrer pela agao de agentes
que afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativ
desarranjo cromossdmico. Ao considerar que o principio do ciclo celular € a formacgéao de
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células idénticas, a produgdo de novas células com alteragcéo significativa na estrutura
e/ou no numero cromossdmico tornam o funcionamento celular inviavel e tendem a ser
eliminadas de tecidos com desempenho normal, o que pode acarretar efeito antiproliferativo
significativo (SALES et al, 2017).

Convém ressaltar que este foi o primeiro estudo a avaliar e demonstrar toxicidade
em nivel celular para as solugdes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco.

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da analise da toxicidade

de excipientes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco frente a nauplios de A. salina.

MENTOL LARANJA COCO
% MORTE %MORTE % MORTE

Controle 0 Controle 0 Controle 0
PURO 100 PURO 100 PURO 100

1:2 100 1:2 100 1:2 100

1:4 100 1:4 100 1:4 100

1:8 100 1:8 100 1:8 100

1:16 100 1:16 100 1:16 100

Tabela 3 - Porcentagem de mortalidade dos nauplios de Arfemia salina frente os aromatizantes de
Mentol, Laranja e Coco, apos 24 horas de exposigao.

Pelosresultados obtidos na Tabela 3, pode-se perceber que emtodas as concentragdes
houve a mortalidade de 100% dos naupilos de A. salina, ou seja, os aromatizantes de
Mentol, Laranja e Coco sao téxicos, corroborando os resultados obtidos pelo sistema
teste A. cepa.

Apesar de serem escassos os estudos sobre a toxicidade em nivel celular
de aromatizantes, sao encontrados trabalhos que demonstraram citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de alguns dos constituintes quimicos com agdes diluente
e conservante que fazem parte, de acordo com Resolugdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de
2007 (BRASIL, 2007), da formulacéo dos Excipientes em geral. Entre estes constituintes
quimicos esta o alcool benzoico, compostos responsavel por manter a uniformidade e
facilitar a incorporacdo e dispersdo dos aromas nos produtos alimenticios. Em analise
a acao em nivel celular deste diluente, Demir et al.,(2010) verificaram que este alcool
promoveu danos significativos ao fuso mitético, e, consequentemente, a divisao celular de
células de sangue periférico humano.

Outro diluente encontrado na formula¢ao dos aromatizantes € o diacetil (2,3-butadiona).
Whittaker et al. (2008) citam que este composto em ensaio de mutagao génica em linfoma
de ratos causou danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando
perda de expressao dos genes para enzima timidina-quinase. Ainda, More et al., (2012)
verificaram que o diluente diacetil teve o potencial de substituir bases de timina por
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guaninas em regides de eucromatina e ocasionar o rompimento de pontes de hidrogénio e
de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas envolvidas no processo de divisao celular.
Na composi¢cdo dos aromatizantes também s&o encontrados os compostos conservantes
acido bdrico, acido citrico, citrato de potassio e citrato de sddio (Brasil, 1999) que, de
acordo Tukoglu (2007), acarretaram reducgao significativa ao indice de divisao celular de
células de meristemas de raizes de A. cepa, mostrando-se citotdxicos.

E importante citar que na formulagdo dos aromatizantes, a tnica classe de compostos
gue possui restricdo de uso normatizada pelos 6rgdos de seguranga alimentar € a de
solventes de extracdo, onde o acido agarico, aloina, beta-azorona, berberina, cumarina,
acido cianidrico, hipericina, pulegona, quassina, safrol e isosafrol, santonina e tuyona
alfa e beta possuem limites maximos toleraveis discriminados em documento (BRASIL,
1999; BRASIL, 2007). Na composi¢cdo dos aromatizantes em geral, 11 sdo as classes de
compostos quimicos encontradas, onde cada uma é formada, em média, por 20 compostos
quimicos, e no qual a maioria nao foi avaliada ainda quanto aos seus potenciais citotoxicos

e genotdxicos, tornando pesquisas nessa area indispensaveis.

41 CONCLUSAO

Os aromatizantes Mentol e Laranja inibiram a divisao celular em todos os tratamentos
constatando citotoxicidade e genotoxicidade frente a Allium cepa. Os resultados do
bioensaio Artemia salina comprovaram que os trés aromatizantes sao toxicos. Os
resultados aqui apresentados deixam em alerta as industrias farmacéuticas, no que tange
a concentragao utilizada desses aromatizantes em suas formulagdes. Pesquisas que
visam avaliar a toxicidade de tais excipientes presentes em farmacos sao necessarias,
para garantir a seguranca dos farmacos destinados ao publico infantil
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RESUMO: A alimentagdo é um fator essencial
para a manutencdo da vida, em decorréncia
disso, pode influir diretamente nos ambitos
social, econbmico e cientifico. Um alimento
basico na dieta de grande parte da populagéo é o
arroz, uma das principais fontes de carboidratos
ingeridas pelo ser humano. Varios patégenos
podem estar relacionados como contaminantes
aos graos e sementes de arroz, prejudicando a
qualidade sanitaria e nutricional dos mesmos,
podendo levar ao desenvolvimento de
disturbios na saude. Dentre esses patdogenos
destacam-se os fungos, microorganismos
capazes de contaminar o arroz antes, durante
e apos a colheita, principalmente no periodo
de armazenamento. Este cereal se apresenta
como um 6timo substrato para o crescimento e
proliferagdo dos fungos, que podem facilmente

contamina-lo com micotoxinas, por exemplo.
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Estas sdo metabdlitos secundarios toxicos, com comportamento carcinogénico, hepatotéxico,
teratogénico e mutagénico, ja descritos na literatura. Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo identificar a presenga de fungos em amostras de arroz comercializadas em
mercados publicos na cidade de Jodo Pessoa-PB. O estudo contou com a analise de 30
amostras unitarias, onde foi feito o cultivo microbiolégico fungico e, apds o crescimento,
realizou-se o isolamento e identificacdo desses microorganismos quando presentes. Os
resultados demonstraram que 86,7% das amostras estavam contaminadas com algum
tipo de fungo, entre os géneros encontrados estdo o Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Cladospurium, Paecilomyces e Absidia. Dentre as espécies de maior incidéncia destaca-se
Aspergillus flavus, encontrada em 70% das amostras, o que desperta uma grande preocupacao
devido ao fato de que diversos estudos ja relataram a produgao de aflatoxinas, micotoxinas
produzidas exclusivamente por esse género, e sua relagdo com o desenvolvimento de
canceres. Assim, foi possivel inferir que o arroz comercializado esta sujeito a contaminacao
por fungos, que podem produzir micotoxinas ou promover, por outros meios, danos para a
saude humana.

PALAVRAS-CHAVE: Arroz. Fungos. Micotoxinas. Analises Toxicologicas.

IDENTIFICATION OF THE FUNGAL MICROBIOTA IN RICE SAMPLES (ORYZA SATIVAL.)
COMMERCIALIZED IN PUBLIC MARKETS IN THE CITY OF JOAO PESSOA-PB

ABSTRACT: Food is an essential factor for the maintenance of life; as a result, it can directly
influence the social, economic and scientific spheres. A staple food in the diet of a large part
of the population is rice, one of the main sources of carbohydrates eaten by humans. Various
pathogens can be related as contaminants to rice grains and seeds, impairing their sanitary
and nutritional quality, which can lead to the development of health disorders. Among these
pathogens, fungi stand out, microorganisms capable of contaminating rice before, during and
after harvest, especially during the storage period. This cereal is a great substrate for the growth
and proliferation of fungi, which can easily contaminate it with mycotoxins, for example. These
are toxic secondary metabolites, with carcinogenic, hepatotoxic, teratogenic and mutagenic
behavior, already described in the literature. Therefore, the present study aimed to identify
the presence of fungi in rice samples sold in public markets in the city of Jodo Pessoa-PB.
The study included the analysis of 30 unit samples, where the fungal microbiological culture
was carried out and, after growth, the isolation and identification of these microorganisms was
performed when present. The results showed that 86.7% of the samples were contaminated
with some type of fungus, among the genera found are Aspergillus, Penicillium, Rhizopus,
Cladospurium, Paecilomyces and Absidia. Among the species with the highest incidence,
Aspergillus flavus stands out, found in 70% of the samples, which arouses great concern due
to the fact that several studies have already reported the production of aflatoxins, mycotoxins
produced exclusively by this genus, and their relationship with the development of cancers.
Finally, it was concluded that commercialized rice is subject to contamination by fungi, which
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can produce mycotoxins or promote, by other means, damage to human health.
KEYWORDS: Rice. Yeast. Mycotoxins. Toxicology Analisis.

11 INTRODUCAO

A alimentagcdo é uma atividade fundamental e uma necessidade natural para
manutencao da vida, além disso tem relagcdo direta com aspectos sociais, politicos,
cientificos, econémicos e culturais imprescindiveis no desenvolvimento das populagdes
(PROENCA, 2010).

O arroz (Oryza sativa L.) € considerado um dos primeiros gréaos a serem cultivados
no mundo, ocupando cerca de 10% da terra cultivavel do planeta. Junto com o milho e
a soja, somados representaram 93,3% da estimativa da produgao e responderam por
87,4% da area a ser colhida da agricultura brasileira, com uma produc¢ao interna de arroz
correspondendo a 11,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2019). O consumo médio mundial
€ de 60 kg/pessoa/ano. Na América Latina sdo consumidos, em média, 30 kg/pessoa/
ano, onde o Brasil se destaca como importante consumidor, com média de 45 kg/pessoa/
ano (FAO, 2016). Devido a grande demanda, € necessario um controle nos processos de
produgdo e armazenagem para garantir a sua qualidade, deixando-o livre de qualquer
contaminante que possa prejudicar direta ou indiretamente a saude do consumidor
(KATSURAYAMA et al., 2017).

Dentre esses contaminantes, destaca-se a presenga de varios tipos de patdégenos
que podem desfavorecer a qualidade sanitaria e nutricional do arroz (GUIMARAES et
al., 2010). O elevado contato com a agua durante o plantio cria condi¢cbes favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos, em especial os fungos. O desenvolvimento fungico
se da sob condicdes ambientais favoraveis e esta relacionado a temperatura, tempo, teor
de umidade e condigdes fisicas do grao, pH, taxa de oxigenacao, nivel de indculo, entre
outros (TANAKA et al. 2007; ZHU et al. 2013; PRIETTO, 2014).

O armazenamento de cereais por longos periodos € uma pratica comum utilizada
mundialmente. Boa parte da safra do arroz anual é perdida devido a ineficiéncia de
condicionamento pos-colheita, onde a auséncia de “Boas Praticas Agricolas” favorecem
as contaminagdes por microrganismos. A temperatura e a umidade sao fatores
determinantes para a reproducgao e o crescimento de insetos e fungos, sendo estes os
principais contaminantes dos graos armazenados. A atividade dos fungos pode causar
efeitos indesejaveis nos grdos, como a descoloragado, a alteracdo na digestibilidade,
odores desagradaveis, e como consequéncia, a inutilizagcado do produto para alimentagao
(MAGAN; ALDRED, 2007; ELIAS, 2007; HOELTZ et al. 2009; PRIETTO, 2014).

Alguns tipos de fungos produzem metabdlitos secundarios altamente toxicos,

gue caso ingerido, pode causar sérios transtornos ao organismo humano, como por
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exemplo, as micotoxinas (VINHA et al., 2011; DORS; BIERHALS; BADIALE-FURLONG,
2011; SABINO, 2014; KATSURAYAMA et al., 2017). Espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, tém sido relatadas na literatura como produtores
dessas substancias. Uma mesma espécie de fungo pode produzir simultaneamente
diversos tipos de micotoxinas. Atualmente se conhecem cerca de 450 grupos, sendo
as aflatoxinas as de maior interesse na pesquisa, devido a sua ampla incidéncia e alta
toxicidade (FERREIRA; FREITAS; MOREIRA, 2014; IQBAL et al., 2015; MASOOD et al.,
2015).

As aflatoxinas s&o produzidas por um processo de metabolismo de espécies do género
Aspergillus, especialmente Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius.
Incluem-se também outras espécies menos comuns, como: Aspergillus pseudotamarii,
Aspergillys bombycis, Aspergillus parvisclerotigenus, Aspergillus toxicarius e Aspergillys
ochraceoroseus (KLICH, 2007; CARVALHO et al., 2010).

Mesmo sendo mais incomum a presenca de aflatoxinas no arroz, quando comparado
a outros cereais, como o trigo e o milho, ha um risco de dano crénico devido a ingestao
continua deste cereal e seus derivados (MAZIERO; BERSOT, 2010; PRIETTO, 2014). A
falta de sinais visuais de contaminagao no alimento nao significa que o mesmo esteja livre
de toxinas, pois elas tendem a permanecer nos produtos mesmo apos o desaparecimento
dos fungos que sao responsaveis por sua producao (OLIVEIRA; KOLLER, 2011).

Levando em consideragdo que esses metabdlitos fungicos possuem elevada
toxicidade e que os produtos alimenticios, como cereais, sdo um substrato ideal para o
desenvolvimento de fungos, além de que, a ingestdo de alimentos contaminados podem
apresentar riscos para o ser humano e animais, € necessario o profundo estudo para o
desenvolvimento de técnicas que possam vir ser aplicadas na identificagdo e no controle
desses microrganismos (SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011; MORA; CASTILHO; FRAGA,
2016).

Diante desse pressuposto, o presente trabalho teve por objetivo identificar a microbiota
fungica em amostras de arroz comercializadas em mercados publicos da cidade de Joao

Pessoa-PB.

2 | MATERIAL E METODOS

Inicialmente, realizou-se a coleta das amostras de arroz em mercados publicos da
cidade de Jodo Pessoa-PB, onde 30 unidades individuais e isoladas foram coletadas.
Essas amostras eram armazenadas em sacos plasticos estéreis, vedadas e identificada
qguanto ao local e horario de coleta, peso e aparéncia, além de conter outras informacdes
a respeito de armazenagem e local de origem.

Essas amostras eram advindas das cidades de Curitiba-PR, Caic6-RN, Patos-PB,

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 7




Sousa-PB e Catolé do Rocha-PB. O tempo de estocagem no local era variavel, mas em
meédia a venda de todo volume durava cerca de trés meses. Apos a coleta, as aliquotas
foram levadas para o Laboratorio de Toxicologia da UFPB (LabTox), onde foram realizados
os experimentos no periodo de até 24 horas.

Os materiais necessarios para a realizagdo dos experimentos foram erlenmeyers,
bastbes, proveta, pipetas, béqueres, baldes volumétricos, funis, placas de Petri, tubos
com tampas rosqueaveis e alga de cultivo. Todos os materiais a serem utilizados em cada
experimento eram previamente esterilizados em autoclave por 30 minutos.

O meio utilizado para o cultivo foi o Agar Batata Dextrose 0,039 g/mL, comumente
utilizado para cultura, identificagao, isolamento e contagem de fungos e leveduras. Para
cada cultivo foram utilizados cerca de 20 mL desse material por placa, sendo 30 amostras,
cada uma cultivada em trés diferentes concentracdes, e cada concentracao cultivada em
duplicata, somando um total de 180 placas. Para o preparo, pesou-se em um béquer a
quantidade de agar necessario, transferiu-se para o erlenmeyer e foi adicionado o volume
de diluente (agua destilada) previamente medido, sob constante homogeneizagao,
utilizando bastdo de vidro. Em seguida, adicionou-se acido tartarico para acidificar e
o antibidtico cloranfenicol para evitar que se desenvolvessem bactérias nas placas. O
conteudo foi levado para a autoclave onde foi esterilizado e em seguida distribuido nas
placas de Petri.

Para se obter as solugdes das amostras para o cultivo, foi utilizada agua peptonada,
diluente de escolha por possuir nutrientes que ajudam os microorganismos a se
desenvolverem. Paracada amostra bruta (arrozem graos), utilizou-se 250 mL para adiluigao
total (solugdo-mée) e 15 mL para diluicdo unitaria (diluicdo em diferentes concentragdes).
Para a preparagéao das solu¢gbes-méae, adicionou-se 25 gramas de cada amostra de arroz
em erlenmeyers, com 250 mL de agua peptonada, agitando-se vigorosamente com bastao
de vidro, em seguida foi deixado em repouso por algumas horas. Posteriormente, foi feita
a preparacao das diluicdes utilizando tubos com tampas rosqueaveis, nas concentragdes
de 10", 10 2 e 10 -3, com volume total de 15 mL.

Apos a desinfecgao da bancada com alcool, e sob uma chama, verteu-se 1 mL
da solugao de cada amostra em placas de Petri individuais, devidamente identificadas
Em seguida, realizou-se movimentos circulares afim de que a solugdo se distribua
uniformemente, finalizando com o acondicionamento das mesmas a temperatura ambiente
em local reservado.

O acompanhamento foi feito durante cinco dias para observar se ocorreu o
desenvolvimento. No quinto dia, fez-se a leitura pela contagem das col6nias, observagao
e identificagdo dos fungos macroscopicamente por sua morfologia.

Posteriormente, os fungos que apresentaram crescimento foram isolados, devido
a presenca de varias colénias em uma placa, mesmo visivelmente separadas, algumas
estruturas de brotamento podem estar unidas dificultando a identificagdo correta na
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microscopia. Essa técnica baseia-se na inoculagdo de uma pequena parte das coldnias
em tubos unitarios contendo meio de cultura. Apés 20 dias, foram realizadas as leituras
das amostras isoladas, identificando os fungos presentes, e quando necessario, foi feito o
microcultivo para a observacao das pseudo-hifas e esporos produzidos pelas leveduras.
Nesse procedimento, foi colocado sobre uma lamina estéril, contida em uma placa de
Petri, um cubo de Agar Batata, onde a amostra do fungo foi semeado, a partir de repique
recente, cobrindo-se com uma laminula e em meio a cadmara umida, a temperatura
ambiente, por sete dias. Apds esse periodo, observou-se em microscopio optico o tipo e

cor da hifa, forma, disposicdo e formacgao de esporos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos sé&o microrganismos eucariontes encontrados na natureza em diversos
habitats, como solo, agua e ar. Quando suas estruturas reprodutivas, esporos ou conidios,
caem sob um substrato adequado, essas sao capazes de se desenvolverem e darem
origem a novas estruturas vegetativas. Para isso, é necessario que o substrato forneca
substancias indispensaveis para a alimentagédo dos fungos, como € o caso da clorofila. A
incapacidade de produzir algumas substancias faz com que esses microrganismos vivam
em estado de saprofitismo, parasitismo, simbiose ou mutualismo (MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2014).

Muitas espécies fungicas fazem parte da microbiota normal de animais e do homem,
porém alguns tipos de fungos sado capazes de causar processos infecciosos, como
também quadros de hipersensibilidade, micetismos e micotoxicoses (MEZZARI et al.,
2017; COSTA; MUNIZ, 2019).

Além de contaminarem seres vivos, os fungos sdo comumente encontrados em
alimentos, especialmente graos, onde encontram o ambiente ideal para se desenvolverem
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRO, 2014). O arroz, por exemplo, possui nutrientes
como carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, estes que constituem um
substrato adequado para seu crescimento (WEBER, 2012; BEBER-RODRIGUES;
SCUSSEL, 2013).

Devido a isso, esse grao é facilmente infestado por fungos patogénicos nos periodos
anterior e posterior a colheita, e principalmente durante a estocagem (SILVA et al., 2008;
EMBRAPA, 2018). Diversos fatores que contribuem para o desenvolvimento dos fungos
no arroz sao umidade, temperatura, periodo de armazenamento, impurezas, condigdes
fisicas e sanitarias do grao, entre outros (PRIETTO, 2014; MORA; CASTILHO; FRAGA,
2016).

Com base nessas informacgdes, resolveu-se avaliar o nivel de contaminacido de 30
amostras de arroz coletadas em mercados publicos da cidade de Jodo Pessoa-PB. Os

resultados demonstraram que foi possivel observar o crescimento de fungos em vinte e
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seis amostras, caracterizando uma taxa de contaminagdo de 86,7%. Na contagem do
numero de colbnias, foi visto um decréscimo deste valor a medida que se aumentou a
diluigdo (Quadro 1).

Amostra 10 10" dup 102 102dup 103 10°3dup
1 39 37 24 19 10 8
2 46 53 23 36 13 10
3 56 53 25 31 17 21
4 73 64 33 39 25 16
5 55 43 30 37 14 22
6 38 41 22 29 5 16
7 65 56 30 24 11 8
8 54 59 42 46 30 24
9 69 60 54 50 34 30
10 48 39 25 20 9 12
11 72 66 44 48 18 20
12 AUSENTE
13 65 61 47 40 16 11
14 67 74 36 45 19 20
15 55 59 41 48 22 15
16 48 40 27 36 25 16
17 AUSENTE
18 65 76 51 48 21 16
19 54 58 34 39 18 13

20 78 70 45 40 9 12
21 66 61 44 43 10 19
22 67 78 51 55 14 12
23 52 49 30 39 26 24
24 57 59 32 44 23 20
25 AUSENTE

26 69 74 47 50 7 13
27 AUSENTE

28 77 91 63 64 32 26
29 69 86 56 51 27 23
30 58 62 30 22 9 11

Quadro 1 — Amostras contaminadas e niumero de col6nias por placa.

Legenda; Dup = duplicata.

Observou-se alto indice de contaminagao, fato esse preocupante, visto que torna-se
necessario maior fiscalizagdo para alimentos vendidos a granel e/ou in natura, buscando-
se maior controle de contaminantes nesse tipo de alimento.

Alguns fungos, como os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, tém sido
descritos na literatura por produzirem micotoxinas, que se caracterizam como um grupo
de metabdlitos secundarios toxicos de baixo peso molecular que causam prejuizos a
saude humana quando ingeridos (SACRAMENTO, 2016; BRAGA et al., 2017). Estima-
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se que, no minimo, 25% dos cereais produzidos mundialmente estejam contaminados
com micotoxinas, incluindo o arroz (PRIETTO, 2014; KOESUKWIWAT; SANGUANKAEW;
LEEPIPATPIBOON, 2016).

Diante disso, foi investigado quais tipos de fungos estariam presentes nessas
amostras. Apos a identificagdo, constatou-se a presengca ndo apenas dos géneros
Aspergillus e Penicillium, como também Rhizopus, Cladosporium, Paecilomyces e Absidia
(Quadro 2). Sendo, a espécie Aspergillus flavus a mais prevalente, estando presente em

21 amostras.

Fungos Numero da(s) amostra(s) Total
Aspergillus flavus 1245678910 1 14 15 18 19 20 22 24 21
26 28 29 30

Asperygillus fumigatus 311 24 3
Aspergillus nidulans 4 16 26 3
Aspergillus niger 37 14 21 4
Aspergillus ochraceus 13 15 21 3
Asperygillus parasiticus 2 10 23 26 4
Penicillium spp. 13814 18 21 22 23 29 30 10
Rhizopus oryzae 6 9 13 30 4
Cladosporium spp. 16 22 2
Paecilomyces variotti 11 1
Absidia corymbifera 13 1

Quadro 2 — Géneros e espécies presentes nas amostras.

Em alguns géneros nao foi possivel a identificagdo da espécie.

A elevada frequéncia de Aspergillus flavus foi verificada em um estudo realizado
por HOELTZ et al. (2009), na cidade de Cachoeirinha no Rio Grande do Sul, tendo essa
espécie uma incidéncia de 51,3% nas amostras iniciais, fortalecendo os resultados
contemplados neste trabalho.

Essaespécietem sedestacado pordarorigemametabdlitos secundarios denominados
aflatoxinas, que sao toxinas intimamente relacionadas a atividades cancerigenas nos
homens e nos animais. A contaminagao por aflatoxinas geralmente ocorre em clima quente
e umido, compativel com o da cidade de Joao Pessoa (CARRENO; HURTADO; NAVAS,
2014; HUSSAIN et al., 2015).

41 CONCLUSOES

O cultivo mostrou que 86,7% das amostras apresentaram contaminagéo por algum

tipo de fungo;
Em todos os casos, os fungos de maior incidéncia pertenciam ao género Aspergillus
Spp-;
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A espécie Aspergillus flavus foi a mais encontrada entre as amostras analisadas;

Os resultados sugerem a necessidade de se adotar medidas de monitoramento da
qualidade sanitaria desse alimento e dos grdos em geral durante toda cadeia produtiva,
sugerindo a necessidade de um possivel estabelecimento de uma legislacdo para
controle especifico
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RESUMO: No momento em que algum fitoterapico & escolhido como forma de terapia,
sd0 necessarios estudos para certificar-se que eles possuem o efeito desejado. Dentre as
plantas de grande consumo popular encontra-se a espécie vegetal Schinus terebinthifolius,
que possui distribuicao tropical e subtropical, é originaria da América do Sul, nativa do Brasil,
Paraguai, Uruguai e leste da Argentina. Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade
da droga vegetal de Schinus terebinthifolius (aroeira) comercializadas em um mercado
publico da grande S&o Luis —MA. Para isso, foram realizados testes fisico-quimicos e
fitoquimicos utilizando metodologias farmacopeicas e nao farmacopeicas. Todas as amostras
obtidas das diferentes barracas apresentaram o mesmo padrao macroscopico, segundo a
farmacopeia, com excecgao as barracas N°2 e N°4, onde a coloragao apresentou-se marrom.
Quanto a determinagédo do teor de umidade, as dezesseis amostras das quatro barracas
ficaram reprovadas, pois apresentaram percentuais muito abaixo do limite estabelecido
em literatura. Nos testes de materiais estranhos e cinzas totais, todas as amostras foram
aprovadas segundo as especificacbes da farmacopeia Brasileira. Na triagem fitoquimica,
houveram diferengas dos metabdlitos secundarios entre amostras obtidas de diferentes
barracas. Estes resultados revelam a comprovag¢do da exposi¢do do consumidor ao risco
real de consumo de material vegetal improprio, associado as precarias condigdes higiénico-
sanitarias dos mercados publicos e feiras livres.

PALAVRA-CHAVE: Fitoterapia. Metabdlitos secundarios. Mercados Publicos.

QUALITY CONTROL OF SAMPLES OF SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS (AROEIRA)
MARKETED IN THE CENTRAL MARKET OF SAO LUIS-MARANHAO

ABSTRACT: When a herbal medicine is chosen as a therapy, studies are needed to make
sure they have the desired effect. Among the plants of great popular consumption is the plant
species Schinus terebinthifolius, which has tropical and subtropical distribution, originating
from South America, native to Brazil, Paraguay, Uruguay and eastern Argentina. This study
aimed to evaluate the quality of the vegetable drug of Schinus terebinthifolius (aroeira) sold in
a public market in Greater Sao Luis —MA. For this, physicochemical and phytochemical tests
were performed using pharmacopoeic and non pharmacopoeic methodologies. All samples
obtained from the different tents presented the same macroscopic pattern, according to the
pharmacopoeia, except the tents N°2 and N°4, where the coloration was brown. Regarding the
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determination of the moisture content, the sixteen samples from the four tents failed because
they presented percentages well below the limit established in the literature. In the foreign
material and total ash tests, all samples were approved according to the specifications of the
Brazilian pharmacopoeia. In phytochemical screening, there were differences in secondary
metabolites between samples obtained from different tents. These results show evidence of
consumer exposure to the real risk of improper plant material consumption, associated with
poor sanitary conditions in public markets and free markets.

KEYWORDS: Phytotherapy. Secondary metabolites. Public Markets.

11 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o interesse pela Fitoterapia teve um aumento consideravel entre
usuarios, pesquisadores e servicos de saude. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) 80% da populagao dos paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais
nos seus cuidados basicos de saude e 85% usam plantas medicinais ou preparagdes
destas. Desde entdo, a OMS tem expressado a sua posicao a respeito da necessidade
de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais e na atencao basica a saude (ROSA et al.,
2011).

Diante deste contexto, o interesse popular e institucional vem crescendo no sentido
de fortalecer a fitoterapia. No Brasil, a partir da década de 80, diversas legislagdes foram
elaboradas enfatizando a introducdo de plantas medicinais e fitoterapicos na atencao
basica no sistema publico. Nesse sentido, em 2006, o Ministério da Saude estabeleceu a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico
de Saude (SUS) que trata da implementacao de agbes e servigos relativos a praticas
medicinais complementares, dentre elas a fitoterapia. Essa politica tem papel importante
na saude publica brasileira, pois fortalece e amplia agbdes voltadas para a utilizacao
racional das praticas complementares. Considera-se droga vegetal toda planta medicinal,
ou suas partes, que contenham as substancias, responsaveis pela acao terapéutica, apos
processos de coleta, estabilizagao, a secagem, podendo estar na forma integra, rasurada,
triturada ou pulverizada (BRASIL, 2010).

Dentre as plantas de grande consumo popular encontra-se a espécie vegetal
Schinus terebinthifolius, que possui distribuicdo tropical e subtropical, é originaria da
Ameérica do Sul, nativa do Brasil, Paraguai, Uruguai e leste da Argentina). € conhecida
popularmente como aroeira-da-praia, aroeira-precoce, aroeira-mansa, aroeira-vermelha,
aroeira-pimenteira, aroeira-do-brejo, aroeira-negra, aroeira-branca, aroeira-do-campo, €&
pertencente a familia vegetal Anacardiaceae. Segundo o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, o farmacégeno da espécie Schinus terebinthifolius séo as cascas
do caule secas. No entanto, folhas, frutos e raizes também sé&o utilizados em remédios

na medicina popular. Os extratos de Schinus terebinthifolius apresentaram atividade anti-
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inflamatoria, cicatrizante, antioxidante e antimicrobiana (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A RDC n° 10, publicada em 09 de marco de 2010, que dispde sobre a notific ¢éo
de drogas vegetais junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foi
estabelecida considerando-se a necessidade de garantir e promover a seguranga, a
eficacia e a qualidade no acesso dessas plantas medicinais sob forma de drogas vegetais
(BRASIL, 2010).

Assim, a qualidade fisico-quimica da fabricacdo de produtos naturais possui
responsabilidade ligada as varias etapas de produgdo dos organismos medicinais.
As condutas erradas no setor primario, a auséncia de controle de qualidade no setor
secundario e a armazenagem incorreta no setor terciario, isoladas ou relacionadas séo os
indicadores da falta de qualidade dos fitoterapicos (GOMES et a ., 2015).

Ha uma grande demanda pela procura dessas plantas medicinais e € necessario
realizar um controle de qualidade, minimizando assim possiveis erros durante as
formulagdes. (CAVALLARI et al., 2013).

A comercializagdo e o uso de plantas medicinais sdo conhecidos e discutidos no
Brasil e no mundo. Essa pratica atende a uma diversidade populacional, entre eles o
consumidor individual, vendedores de feiras livres e mercados. A diversidade da flor
nativa, a condicdo socioecondmica da populacdo, a cultura popular das propriedades
terapéuticas das plantas sao fatores que tém mantido e impulsionado cada dia mais o
comercio informal de plantas medicinais, sendo a maioria comercializada somente pelo
nome popular (ALVES, 2016).

Entretanto, para que haja uma boa utilizagdo dos medicamentos naturais € necessario
que o controle de qualidade desses produtos seja mantido desde a colheita até a
estocagem. Desse modo, o armazenamento, as formas de utilizagdo, a contaminagéao de
agentes fisicos externos como pesticidas, e o crescimento microbiolégico podem auxiliar
no processo toxicologico exogeno desses vegetais (CAMPOS et al., 2016).

Assim como qualquer outro medicamento, aqueles baseados em plantas devem
comprovar sua eficacia e seguranga para uso, exigindo que procedimentos de controle de
qualidade sejam estabelecidos em toda a sua cadeia produtiva, desde o seu plantio até
a droga vegetal ou fitoterapica pronta para dispensag¢ao (SOUZA-MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2014).

O presente estudo teve como objetivo avaliar se as amostras de aroeira obtidas no
Mercado central de Sao Luis/Ma, atendem as especificagdes de qualidade descritas na
literatura.
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2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, local de estudo e preparo da amostra vegetal

Foram analisadas 16 (dezesseis) amostras da espécie Schinus terebinthifolius
(Aroeira) comercializadas no mercado central da cidade de S&o Luis — Ma, adquiridas de
4 (quatro) barracas diferentes. As amostras, consistindo em cascas secas do caule foram
separadas em sacos plasticos, mantidas em condi¢gdes adequadas para a realizagcdo de
analises. Todos os testes foram realizados em triplicata na Farmacia Universitaria Dra.

Terezinha Régo da Universidade Ceuma — Sao Luis, Ma.
2.2 Caracterizacao morfolégica

As amostras comerciais foram, em separado, distribuidas por quarteamento e,
em seguida, submetidas a analise das caracteristicas macroscopicas de acordo com
a literatura (MINISTERIO DA SAUDE, 2014); através da andlise das caracteristicas
morfoldgicas (macroscopicas).

2.3 Preparacao dos extratos e analise fitoquimica preliminar

O extrato hidroalcodlico de Aroeira foi preparado, a partir da entrecasca seca. O
material vegetal (8.000g de entrecasca seca de Aroeira) foi colocado para secagem em
temperatura ambiente; depois triturado com faca e colocado durante 24 horas em estufa
com temperatura entre 45°C e 50°C para retirar a umidade. Em seguida, foi submetido
a processo de moagem, com obtengao de pdo. Este material foi pesado e depositado em
recipiente de vidro com adicdo de solugcdo hidroalcodlica a 70% na proporgao de 1:3
do p6. Os extratos permaneceram em extragao por 7 (sete) dias, com agitagdo diaria.
Finalizado o periodo, os extratos foram submetidos a ensaios qualitativos como forma
de avaliar a integridade quimica. Os testes foram realizados por reag¢des qualitativas de
complexagao quimica com reagentes especificos, conforme descrito em Matos (1997),
foram investigados a presenga de: 1) fendis; 2) taninos hidrolisaveis e condensados
(reacdo com cloreto férrico); 3) flavonoides (teste de mudanca de pH, com hidréxido de
sodio, acido sulfurico, com magnésio granulado e acido cloridrico), 4) saponinas e indice

de espuma.

2.4 Determinacao de material estranho

As amostras selecionadas foram espalhadas em camada fina sobre a superficie
plana, em seguida foi separada manualmente os materiais estranhos a droga, inicialmente
a olho nu, e em seguida, com o auxilio de uma lente de aumento. Foi pesado o material
estranho separado e determinado a sua porcentagem com base no peso da amostra

submetida ao ensaio. Segundo a Farmacopeia Brasileira 5° edi¢do, 2010, a matéria
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estranha a droga é classificada em trés tipos: partes do organismo ou organismos dos
quais a droga deriva, excetuados aqueles incluidos na definicdo e descricao da droga,
acima do limite de tolerancia especificado na monografia, quaisquer organismos, por¢des
ou produtos de organismos além daqueles especificados na definicdo e descricdo da
droga, em sua respectiva monografia, e impurezas de natureza, minerais ou organicas,
ndo inerentes a droga. Cujo esses contaminantes macroscopicos devem ser avaliados, e

o limite maximo n&o pode exceder 2%.
2.5 Determinacao de umidade

Para a realizagao desta avaliagdo, cada amostra a ser analisada foi, inicialmente
triturada em pedagos bem pequenos, em seguida pesou-se 3g da amostra dessecada
em cadinho previamente dessecado e transferido para a estufa a 103°C durante trés
horas. Apds a finalizagao das trés horas, foi retirado da estufa, deixados esfriar dentro do
dessecador e pesados. Depois foi colocado novamente por mais meia hora, até finaliza
em peso constante. Foi calculado a porcentagem de agua a droga seca ao ar. O teor de
umidade foi determinado de acordo com o método descrito na Farmacopeia Brasileira 5°
edicao, 2010, que descreve o limite de agua na faixa de 8 a 14%.

2.6 Determinacao de cinzas totais

Foi pesado, exatamente cerca de 3g da amostra pulverizada, logo apés transferido
para o cadinho previamente tarado e levado a mufla a 400°C por 60 minutos. Foi resfriado
o cadinho em dessecador e pesado as cinzas. A determinagao quantitativa das cinzas
totais foi realizada também de acordo com o método descrito na Farmacopeia Brasileira
5° edigao, (2010), que descreve que o limite € de 8 % para cinzas totais.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de autenticidade sao realizados preferencialmente, através da analise
das caracteristicas morfolégicas (macroscépicas), comparando-se com a descricao
padrdao (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). As cascas apresentaram-se revertidas por uma
casca grossa, em pedagos curvos com superficie externa de cor parda, bastante rugosa
com fendas no sentido longitudinal e transversal formando escama. A superficie interna
apresentou-se estriada longitudinalmente, de coloragéo avermelhada e com a presencga de
um material resinoso. Essas caracteristicas estéo de acordo para a espécie (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014). Todas as amostras obtidas das diferentes barracas apresentaram o
mesmo padrdo macroscopico, segundo a farmacopeia, com excec¢ao as barracas N°2 e
N°4, onde a coloracado apresentou-se marrom. As diferencas e variacbes das amostras
analisadas podem indicar falhas nos processos de cultivo, origem, periodo e condi¢cbes

de coleta ou processo de secagem (MARTINELLI et al.,, 2018). Entretanto, mesmo
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havendo algumas variagbes de caracteristicas morfologicas, estas amostras podem ser
consideradas autenticas, indicando apenas alteragdes na qualidade da espécie vegetal
(Figura 1).

Figura 1. Caracteristica macroscépica das cascas de Schinus terebinthifolius (aroeira)

Os resultados da analise fitoquimica preliminar dos extratos foram obtidos através
de reagdes com a possibilidade de visualizagdo de processos especificos, como o
desenvolvimento de coloragcdo ou precipitado caracteristico. Todas as amostras das 4
barracas revelaram a presenca de fendis, saponinas e flavonoides, entretanto, apenas
a barraca de numero 3 obtivemos a presenca de taninos (condensados e hidrolisaveis),
além da forte formagao de espuma, caracteristico da presenga de saponinas (Tabela 1).
Desse modo, a presenca metabdlitos secundarios relevantes e caracteristicos em cascas
de Schinus terebinthifolius, também serve como parametro de autenticidade, além de
considerar a integridade da espécie vegetal (PROVENSI et al., 2018).

Alguns estudos corroboram com nossos achados, pela presenca de flavondi
(galocatequinas e catequinas), taninos e saponinas (NOCCHI et al., 2016; PILATTI et
al., 2018; Carvalho et al., 2009). Tantos as folhas como as cascas de aroeira sdo ricas
em taninos, a unica diferenca € em relagao a presencga de saponinas, pois estas ocorrem
apenas em cascas (Carvalho et al., 2013). Nossos resultados revelam a presenca de todos
os metabdlitos secundarios nas amostras da barraca 3, incluindo taninos e saponinas,
que desempenham um papel fundamental na atividade terapéutica como cicatrizante
e anti-inflamatodria. Os taninos sdao encontrados em grande quantidade nessa espécie
vegetal (DA SILVA et al., 2018). Dessa forma, pode ser caracterizado como um marcador
quimico atestando sua qualidade (DA SILVA et al., 2018). Esses achados indicam uma
diferenca de constituintes e, consequentemente, na agao terapéutica pretendida pelos
consumidores. Vale destacar que a adulteragdo em amostras vegetais comercializadas em
mercados publicos é uma pratica comum, devido a falta de fiscal zagao, podendo ocorrer
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a mistura com outras espécies vegetais, interferindo assim, na composic¢ao fitoquimic
(LEAL-COSTA et al., 2018).

COMPOSTOS QUIMICOS

Amostras
Fendis Taninos Antocianidinas Auronas Leucocianidinas Flavondis Saponinas
Hidrolisdveis Condensados
Barraca 1 ++ - - ++ +++ ++ ++ +
Barraca 2 ++ - - + ++ ++ ++ +
Barraca 3 +++ + + - +++ +++ +++ +++
Barraca 4 + - - + +++ ++ + +

*Barraca 1; Barraca 2; Barraca 3; Barraca 4. Legenda: +++ = fortemente positivo; ++ =moderadamente

positivo; + = fracamente positivo; - =negativo.
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Tabela 1. Prospecgao fitoquimica do extrato hidroalcodlico das amostras adquiridas no mercado central
da cidade de Sé&o Luis - MA, Brasil, vendidas como aroeira.

A partir do método gravimétrico de dessecagdo em estufa, as amostras foram
submetidas pesagens sucessivas e a calculos de porcentagem, onde pbéde-se definir a
quantidade de agua em relagédo a droga seca ao ar. As dezesseis amostras das quatro
barracas foram reprovadas, apresentando percentuais muito abaixo do limite estabelecido
em literatura, que determina o teor de umidade de 8 a 14% para cascas quando
transformadas em drogas vegetais (FARMACOPEIA, 2010) (Tabela 2). Estudos anteriores
realizados na cidade de Sao Luis, indicam que ha uma alteragdo de umidade em amostras
de aroeira obtidas em mercados publicos. Amaral (2003) relata o aumento da umidade em
diferentes drogas vegetais, incluindo aroeira (AMARAL et al., 2003). Estudos conduzidos
por Milena (2015), também revelam aumento da umidade. Entretanto, nossos resultados
demonstraram a baixa umidade presente nas amostras comerciais, diferentemente dos
estudos anteriores, essa diferenca pode estar relacionada a processos inadequados de
secagem e condi¢gdes improprias durante a comercializagdo (AMARAL et al., 2003). O teor
de umidade € uma medida utilizada para assegurar a qualidade de um material vegetal, se
nao manter os parametros de qualidade n&o apresentardao constancia de acao terapéutica
(SOUZA, 2018).

Na determinacdo de cinzas totais, todas as amostras encontram-se dentro do limite
estabelecido pela literatura (até 8%) (Tabela 2). O teor de cinzas, permite verificar as




impurezas inorganicas néo volateis que estdo presentes como contaminantes da droga
vegetal. Os minerais ou cinzas sao obtidos através do processo de incineragao, ou seja,
da queima da matéria organica de uma amostra, apos esse procedimento e com outras
analises e possivel obter a quantidade de componentes especificos da matéria mineral da
amostra, como o calcio (Ca), sédio (Na), potassio (K), cloro (Cl) etc. (BETIM et al., 2018).
Os minerais s&o importantes para a saude e garantem o equilibrio metabdlico, além de
presentes nos organismos sd0 necessarios em pequenas quantidades diarias e estes
podem ser considerados componentes essenciais (RISTOW, 2015).

Na analise de materiais estranhos, apenas as amostras das barracas de N°1 e N°4
foram encontrados e pesados os materiais estranhos, segundo os critérios da farmacopeia
que preconiza uma tolerancia de 2%. Trabalhos de verificagdo da pureza de matéria
prima vegetal apontam como maior problema a impureza, a matéria prima vegetal pode
apresentar elementos estranhos, comumente séo partes do préprio vegetal ou de outra
espécie (Farmacopeia, 2010). Adulteragao, substituicao por outras plantas, contaminagao
com metais téxicos, preparagdes inadequadas e denominag¢des vernaculares regionais
sao os problemas mais comuns com as plantas medicinais, comprometendo assim a
eficacia da droga vegetal e por fim afetando a seguranga do usuario (DO NASCIMENTO
et al., 2018).

AMOSTRAS* Teor de m?ot/sl;l*a estranha | Teor de c(lor/:nsas totais Teor de umidade (%)
Barraca 1 1,2% + 1,58 1,3% £ 0,21 0,8% +0,7
Barraca 2 ND 0,3% = 0,21 2% + 0,3
Barraca 3 ND 1% + 0,21 5% +0,4
Barraca 4 0,5% + 1,58 1,3% + 0,21 2% +0,4
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Tabela 2. Resultados do controle de qualidade, média obtida através de analises executadas em
triplicatas, de Schinus terebinthifolius (Aroeira), adquiridas no mercado central da cidade de S&o Luis -
MA, Brasil.

ND — N&o detectavel

41 CONCLUSAO

Em suma, os testes desenvolvidos neste trabalho sdo de suma importédncia no
controle da qualidade de drogas vegetais vendidas em mercados publicos, uma vez que
foram observadas alteragdes fitoquimicas e no teor de umidade das amostras de aroeira
comercializadas, levando o consumidor ao risco real de consumo de material vegetal
improprio, associado as precarias condi¢cdes higiénico-sanitarias dos mercados publicos e
feiras livres sao fatores que contribuem para problemas de Saude Publica, comprovando
a necessidade da implementagao de uma legislagcdo que regulamente o comércio de

plantas medicinais em mercados publicos, e medidas de fiscalizag&o, vigilancia e controle
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de qualidade das drogas vegetais comercializadas e utilizadas para fins terapéuticos que
visam garantir a seguranga ao consumidor.
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RESUMO: A acne vulgar é uma das afecgbes
cutdneas mais frequentes na populacdo

mundial com importantes repercussdes
psicossociais. De acordo com a gravidade
sdo adotados algoritmos terapéuticos com
objetivo de proporcionar a resolugao das lesdes
cutaneas da acne, prevenir o desenvolvimento
de cicatrizes e reduzir o aparecimento de novas
lesbes. Dermocosméticos podem colaborar

com o tratamento coadjuvante a terapia

Farmacia e Promocgao da Saude 4

CRAVO-DA-INDIA

medicamentosa principalmente nos casos de
acne leve a moderada. Oleos essenciais como
o de melaleuca e cravo-da-india representam
promissoras alternativas de origem vegetal para
o tratamento e prevengao dessa patologia. Este
estudo teve como objetivo desenvolver e testar
dermocosméticos para acne formulados com
Oleos essenciais de melaleuca e cravo-da-india
incorporados em auto-emulsionante funcional
de cristal liquido, a seguir realizar estudo de
estabilidade preliminar das férmulas propostas.
Nessa perspectiva, foi possivel formular
dermocosmeéticos utilizando Oleos essenciais
de melaleuca e cravo-da-india como potenciais
ingredientes ativos para acne. Os produtos
desenvolvidos demonstraram qualidade e
estabilidade fisico-quimica no estudo preliminar
e foram bem aceitos na avaliagao sensorial.

PALAVRAS-CHAVE: Acne Vulgar. Cosméticos.

Cristais Liquidos.

DESIGN OF DERMOCOSMETICS FOR ACNE
WITH ESSENTIAL OILS OF MELALEUCA
AND CLOVE

ABSTRACT: Acne vulgaris is one of the most
common skin disorders in the world population
with
According to the severity, therapeutic algorithms

important psychosocial repercussions.
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are used in order to provide the resolution of the cutaneous lesions of acne, prevent the
development of scars and reduce the appearance of new lesions. Dermocosmetics can
help with adjunctive treatment to drug therapy, especially in cases of mild to moderate acne.
Essential oils such as tea tree and cloves represent promising alternatives of plant origin
for the treatment and prevention of this pathology. This study aimed to develop and test
dermocosmetics for acne formulated with essential oils of tea tree and clove incorporated
in a functional liquid crystal self-emulsifie , then carry out a preliminary stability study of the
proposed formulas. In this perspective, it was possible to formulate dermocosmetics using
essential oils of tea tree and clove as potential active ingredients for acne. The developed
products demonstrated quality and physical-chemical stability in the preliminary study and
were well accepted in the sensory evaluation.

KEYWORDS: Acne Vulgaris. Cosmetics. Liquid Crystals.

11 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais tem agregado incrementos tecnoldégicos na area de
dermocosmeéticos, especialmente para o tratamento de processos e afecgdes cutaneas,
tais como a acne vulgar — doenga cutanea manifestada pela presencga do agente infeccioso
Cutibacterium acnes, antes chamado de Propionibacterium acnes, que € uma bactéria
anaerdébia Gram-positiva presente na pele da maioria das pessoas saudaveis, que em
contato com os poros epiteliais promove a inflamagao dos foliculos pilosos (BHATIA et
al.,2004; RIBEIRO, 2010; LYRA, 2019). A acne é doenca muito comum e recorrente,
caracterizada por cronicidade, inflamacao e proliferacdo bacteriana. Acomete milhares
de pessoas em todo mundo, ocorre principalmente na face, no dorso e no térax. Embora
nao oferega riscos a vida, pode levar a formacao de cicatrizes inestéticas importantes na
face, apresentando significantes repercussdes psicossociais e prejuizo na qualidade de
vida dos individuos (FIGUEIREDO et al., 2011; BHATE; WILLIAMS, 2013; SILVA; COSTA;
MOREIRA, 2014; PEREIRA; COSTA; SOBRINHO, 2019). A acne vulgar é classificada
clinicamente, em: comedoniana, papulo-pustulosa, nodular cistica e acne conglobata.
Conforme a gravidade, acne é estadiada em leve, moderada ou grave (RIBEIRO, 2010;
SOUZA, et al., 2020)

As lesdes acneicas sofrem influéncia hormonal, principalmente androgénios como
a testosterona. Geralmente se inicia na adolescéncia e envolve quatro principais fatores
etiopatogénicos como hiperplasia da glandula sebacea, modificagcdes da queratinizagao
folicular, colonizagao da unidade pilossebacea por Cutibacterium acnes (Propionibacterium
acnes), Staphylococcus epidermidis e Malassezia furfur e a agéo de fatores mediadores
da inflamacgéao (RIBEIRO, 2010; PEREIRA; COS A; SOBRINHO, 2019).

A hiperplasia da glandula sebacea e producédo do sebo ocorre por estimulagdo de
hormoénios sexuais androgénicos. A enzima 5a-redutase é responsavel pela conversao da
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testosterona em dihidrotestosterona, que, por sua vez, modula a secreg¢ao sebacea e afeta
a queratinizagao folicular. A produ¢cao de mediadores da inflamagao também pode estar
envolvida no processo de hiperqueratinizagéo (RIBEIRO, 2010). A hiperprodugéo de sebo
pela glandula sebacea favorece a proliferagdo de bactérias que se multiplicam e libera
metabdlitos que hidrolisam os triglicerideos dando origem a acidos graxos irritativos a
parede folicular que promovem uma hiperqueratose e producéo de citocinas e quimiocinas
que causam a inflamagao (GRAHAM et al., 2004). A estimulagéo da produgéao de citocinas
por C. acnes pode ser importante na patogénese da acne inflamatéria vulga .

O C. acnes é um dos principais comensais prevalentes nos foliculos pilosos, prefere
condi¢gdes anaerdbicas, coloniza as regides com alta produgao de sebo e é a principal
bactéria envolvida na patogénese da acne (BRUGGEMANN, 2004; NEVES et al., 2015).
Toda a sequéncia do genoma dessa bactéria Gram-positiva revelou numerosos produtos
génicos envolvidos na degradagdo de moléculas como sialidases, neuraminidases,
endoglicoceramidases, lipases, as quais favorecem o desencadeamento de processos
inflamatérios da acne e outra doencgas associadas a C. acnes (BRUGGEMANN, 2004).

As lesbes da acne podem provocar baixa autoestima nos individuos acometidos, por
estas razdes é muito importante a aquisicao de um tratamento adequado e precoce, que
reduza a frequéncia e gravidade do problema (VAZ et al., 2003). O tratamento da acne é
variavel conforme o grau de acometimento, podendo ser empregadas terapias de modo
isolado ou em combinacao. O tratamento farmacolégico é aplicado sob a forma tépica ou
sistémica, dependendo da gravidade, a fim de controlar o avango e evitar sequelas que
podem ser mais preocupantes num segundo momento. A maior parte dos tratamentos
estéticos apresentam finalidade comedolitica, reduzem a seborreia e a inflamacgao e ainda
eliminam ou melhoram a aparéncia das cicatrizes de acne (NAST et al., 2016; PEREIRA,;
COSTA; SOBRINHO, 2019).

O uso de plantas e produtos derivados de origem vegetal como estratégia
complementar no tratamento da acne, tem demonstrado grande interesse no campo
de pesquisa e inovagdo. O cravo-da-india (Syzygium aromaticum), faz parte da familia
Myrtaceae que compreendem cerca de 150 géneros com aproximadamente 3600
espécies, ocorrendo especialmente na América que possui clima tropical e no Sul da
Australia, onde predomina o clima temperado (AYOOLA et al., 2008). O d6leo essencial
extraido do cravo-da-india possui varias substancias, dentre elas o B-cariofileno com
acao bactericida e anti-inflamatoria, e o eugenol que corresponde cerca de 78 a 90% do
Oleo essencial, responsavel pela agcdo anestésica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, entre
outras (AFFONSO et al., 2012). O principal mecanismo descrito para o eugenol, quanto
a sua acio bactericida, é devido a sua alta penetrabilidade na membrana citoplasmatica,
promovendo seu rompimento e aumentando sua permeabilidade nao especifica, desta
forma gerando um extravasamento do conteudo celular e posterior morte da bactéria.
(PAWAR; THAKER, 2006; AFFONSO et al., 2012).
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A melaleuca também faz parte da familia Myrtaceae, ocorrendo principalmente
na Asia, Europa, América do Sul e Australia (MORESCO, 2014). O éleo essencial (OE)
de melaleuca tem sido utilizado como antisséptico tépico para varias infec¢gdes da pele
(RIBEIRO, 2010), é extraido da Melaleuca alternifolia, também conhecida como Tea
tree (CASTRO et al., 2005). O OE é obtido por hidrodestilagado das folhas e possui uma
composi¢cdo quimica complexa como a-terpineno; y-terpineno; 1,8-cineol; a-terpineol,
B-pineno; a-pineno; limoneno; terpinen-4-ol, este ultimo, o principal componente do OE
com maior eficacia antimicrobiana (CARSON et al., 2006; GARCIA et al., 2009; RIBEIRO,
2010; SOUZA, et al, 2020). Por ser efetivo contra C. acnes é empregado em produtos
para acnhe de grau leve a moderado. A concentragao usual deste 6leo em cosméticos varia
de 0,5 % a 5 % e nas preparagdes dermocosméticas entre 5 % a 10 % (GARCIA et al.,
2009; RIBEIRO, 2010).

Dermocosméticos podem colaborar com o tratamento coadjuvante a terapia
medicamentosa tdpica nos casos de acne. Embora o termo dermocosmético e outros
similares ndo sejam contemplados na legislagdo sanitaria vigente (BRASIL, 2015),
€ importante destacar que sao muito utilizados no campo da farmacia magistral. Os
dermocosméticos fazem parte de uma categoria de produtos que integram consideracdes
tanto dermatoldgicas como farmacéuticas (BRASIL, 2015), logo, podem ser usados para
tratar ou prevenir acne leve ou moderada, promovendo saude e beleza a pele (MONTEIRO,
2014; BRASIL, 2015). Diversas alternativas de produtos farmacéuticos magistrais e
industrializados estédo disponiveis para o tratamento topico e sistémico da acne (NETO et
al., 2016; PEREIRA; COSTA; SOBRINHO, 2019).

A escolha da base de um dermocosmeético é fundamental, principalmente para peles
oleosas e acneicas, dado que o emprego de produtos comedogénicos e gordurosos
favorecem o aparecimento da acne. Bases auto-emulsionantes funcionais de cristal
liquido configuram opg¢éo inovadora para veiculagao de ativos pa a acne.

A mistura de tensoativos com agua, em determinadas proporgdes, na auséncia ou
na presencga de substancias lipofilicas pode formar diferentes tipos de agregados, entre
0s quais estdo as mesofases liotropicas denominadas cristais liquidos. As emulsdes com
cristais liquidos tém sido veiculos de grande interesse para as industrias farmacéuticas
e cosmeéticas. As fases liquido-cristalinas sao sistemas fluidos complexos anisotropicos
gue existem como resultado da ordenagcao das moléculas de tensoativo, armazenando
agua entre suas lamelas. Essas estruturas promovem maior estabilizagdo de emulsées,
aumento na viscosidade do sistema e forma uma interface ao redor do glébulo impedindo
a coalescéncia ou separagéao e fases (ATTWOOD, 2003)

Os 6leos essenciais sao produtos do metabolismo secundario da planta e sao
conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas. A incorporagédo de compostos da
biodiversidade agrega valor as formulagbes dermocosméticas. Os 6leos essenciais sao

uma boa opg¢ao devido a semelhancga estrutural com o equilibrio hidrolipidico da pele.
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Este estudo teve como objetivo desenvolver e testar prototipos de dermocosméticos para
acne formulados com 6leos essenciais de melaleuca e cravo-da-india incorporados em
bases auto-emulsionantes funcionais de cristal liquido, a fim de comparar a influénci

da substituicdo de componentes sintéticos por insumos certificados como organicos e a

seguir realizar estudo de estabilidade preliminar das férmulas propostas.

2| METODOLOGIA

2.1 Desenvolvimento das amostras

As matérias-primas foram selecionadas e denominadas de acordo com International
Nomenclature Cosmetics Ingredients (INCI). Foram preparadas duas féormulas para
comparacgao do efeito causado pela variagdo dos emolientes, conservantes e modificadore
do sensorial. Os 6leos essenciais de melaleuca (Melaleuca alternifélia) e cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) foram avaliados antecipadamente por cromatografia gasosa em
condi¢des padronizadas.

Os odleos foram obtidos por destilagdo por arraste a vapor das folhas. O dleo
essencial de melaleuca apresentou a seguinte composi¢éo: a-thujeno 1,1%; a-pineno
3,1%; B-pineno 1,2%; mirceno 0,9; a-terpineno 14,4%; p-cimeno 3,0%; limoneno 3,2%;
1,8-cineol 1,4%; y-terpineno 25,1%; terpinoleno 4,6%; terpinen-4-ol 28,1%; a-terpineol
1,7%; B-gurjuneno 1,1%; viridiflorino 1,4%; cis-calameno 1,9%. O 6leo essencial de cravo-
da-india apresentou a seguinte composigao: eugenol 88,5%; cariofileno 8,6% e acetato de
eugenila 1,7.

Para a selegdo das formulagdes-teste empregou-se a literatura especializada na
area contemplando os dados farmacotécnicos para a produgao emulsdes cremosas.

Os dermocosméticos foram produzidos através da técnica de inversao de fases
seguidadaincorporagdodo OE emulsionado emtensoativo. As formulagdes foram avaliadas
sob o ponto de vista farmacotécnico, segundo critérios do formulador, mercadoldgicos e
outros referendados pela literatura (FERREIRA; BRANDAO, 2011). A Tabela 1 apresenta
as matérias-primas e suas respectivas concentragdes (p/p).

COMPONENTES F1 (%) F2 (%) Funcao
Cetearyl Olivate (and) Sorbitan Olivate 700 700 Base emulsionante O/A nao-
(OLIVEM® 1000) ’ ' ibnica natural ECOCERT
Tribehenin PEG-20 Esters 1.00 ) Base emulsionante O/A nao-
(EMULIUM®22) ’ idnica
Theobroma Grandiflorum Seed Butte ) 1.00 Emoliente natural
MANTEIGA DE CUPUACU ’
Glycerin Umectante hidratante
GLICERINA 5,00 5,00 ECOCERT
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Dissodium EDTA

EDTA dissodico 0,10 - Sequestrante
Methylparaben

METILPARABENO 0,18 - Conservante
Propylparaben 0,05 ) Conservante

PROPILPARABENO
Caprylhydroxamic Acid (and) Caprylyl

Conservante natural

Glycol (and) Glycerin - 1,00
SPECTRASTAT™ ECOCERT
DL-a-tocopherol-acetate 100 1.00 Antioxidante
VITAMINA E ’ ’ ECOCERT
Decametilciclopentassiloxano
(ciclometicone), Dimethicone 1,50 ) Modificador sensoria
Crosspolymer
SILICONE DC 9040
Cyclopentasiloxane 2,00 - Modificador sensoria

SILICONE DC 245

Ammonium Acryloydimethyltaurate/VP
Copolymer 1,00 - Espessante
ARISTOFLEX AVC

Xanthan gum
GOMA XANTANA

Starch (and) Polymethylsilsesquioxane
DRY-FLO PURE

Tapioca Starch Modificador sensorial natura

Espessante natural

- 0,50 ECOCERT

5,00 - Modificador sensoria

TAPIOCA PURE ) 5,00 ECOCERT
Oleo essencial de Melaleuca . . .
TEA TREE ESSENTIAL OIL 0,50 0,50 Ativo com agao antisséptica
Oleo essencial de cravo-da-india 0,10 0,10 Ativo com agdo antisséptica

CLOVE ESSENTIAL OIL

Aqua gsp 100,00 100,00 Veiculo
Tabela 1: Composic¢ao, concentragao (%) e fun¢cao dos componentes nas formulagoes.

*q.s.p: quantidade suficiente para. (Fonte: Dados da Pesquisa)

Apés o preparo, cada amostra foi acondicionada em bisnagas de 60g produzidas
em polietileno de baixa e alta densidade (25% PEAD e 75% PEBD) com tampa Flip Top
em polipropileno (PP), a seguir foram rotuladas. Amostra de cada lote foi armazenada
em diferentes condigdes de estresse sendo: protegida da luz em temperatura ambiente
variando entre 25°t 5°C sendo esta amostra tomada como referéncia de comparacgao;
camara de estabilidade (40°t 2°C); geladeira (5°t 2°C), e exposi¢cao a luz natural indireta
(25°t 5°C) por um periodo de 28 dias. As formulagdes-teste apresentando sinais de
instabilidade (precipitagédo, turvacédo) adicionalmente as propriedades organolépticas
consideradas inadequadas, segundo critérios do formulador e também referendadas pela
literatura foram rejeitadas pelo estudo (BRASIL, 2004, BRASIL, 2007; MOUSSAVOU e
DUTRA, 2012).

2.2 Aspecto

Cerca de 2,0 gramas da amostra foram transferidas para placa de Petri, apds prévia

homogeneizagédo, observou-se o aspecto a partir dos seguintes critérios: normal, sem
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alteragao (SA); levemente modificado (LM); modificado (MO); intensamente modificad
(IM) (BRASIL, 2007; MOUSSAVOU e DUTRA, 2012).

2.3 Odor

Cerca de 2,0 gramas da amostra foram transferidas para placa de Petri, apds prévia
homogeneizagdo comparou-se o odor com a amostra de referéncia segundo os critérios:
normal, sem alteragao (SA); levemente modificado (LM); modificado (MO); intensamente
modificado (IM) (BRASIL, 2007; MOUSS VOU e DUTRA, 2012).

2.4 Cor

Cerca de 2,0 gramas da amostra foram transferidas para placa de Petri, apds prévia
homogeneizagédo, observou-se o aspecto a partir dos seguintes critérios: normal, sem
alteragao (SA); levemente modificada (LM); modificada (MO); intensamente modificad
(IM) (BRASIL, 2007; MOUSSAVOU e DUTRA, 2012).

2.5 Sensacao tatil

O teste foi realizado aplicando-se cerca de 2,0 g do produto no dorso da méo, depois
desta ter sido lavada e seca. Avaliaram-se os resultados das caracteristicas sensoriais de
acordo com os critérios do formulador conforme a escala: pouco agradavel (PA); agradavel
(AA); muito agradavel (MA); pegajoso (PJ); aspero (AP).

2.6 Determinacao do pH

A determinagao do pH foi realizada utilizando-se potencidmetro acoplado a eletrodo
de vidro sensivel ao pH. Pesou-se 5,0 gramas da amostra diluindo-se em 50 mL de agua
destilada. Colocou-se o eletrodo previamente calibrado dentro da solugédo, medindo-se o
pH logo em seguida. O teste foi realizado em triplicata calculando-se a média e o desvio-
padréo (BRASIL, 2007; MOUSSAVOU e DUTRA, 2012).

2.7 Teste de homogeneidade por centrifugacao

O teste foi realizado centrifugando-se 5,0 g da amostra a 3000 rpm por 30 minutos
sob temperatura ambiente, utilizando-se centrifuga. Em seguida avaliou-se visualmente
a homogeneidade, o nivel de afloramento, sedimentagcado ou separacdo de fases. Apds
o teste o produto foi classificado segundo os seguintes critérios: normal, sem alteragao
(AS); levemente separado, precipitado ou turvo (LS); separado (SE), totalmente separado,
precipitado ou turvo (TS) (BRASIL, 2007; MOUSSAVOU e DUTRA, 2012).

2.8 Espalhabilidade

O teste de espalhabilidade também foi realizado empregando-se metodologia proposta

. _ 2 T )
Ei=d".7 onde Ei

por Borghetti e Knorst (2006) sendo calculado conforme Equacéao
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corresponde a espalhabilidade da amostra para o peso iem gramas por mm?; d é o didmetro
meédio (mm?); p é 3,14. Por esse método, realiza-se a leitura dos didmetros abrangidos
pela amostra em um sistema formado por uma placa molde circular de vidro com orificio
central, sobre outra placa de vidro com fundo milimetrado. A adi¢cado de pesos de 250g a
1000g, promove o espalhamento do produto que pode ser medido como extensibilidade

(BORGHETTI; KNORST, 2006; ISAAC et al., 2008).0 fator de espalhabilidade foi calculado
Y Ei

>mi-*

2Ei € a somatoria da espalhabilidade e Zmi € a somatoéria do peso acumulado. Esta

pela Equacédo Ef = De acordo com a Equacgéao 2, Ef é o fator de espalhabilidade;
técnica foi realizada no tempo zero, com a amostra em temperatura ambiente (25°C +
2°C) e apos 28 dias com as amostras em temperatura ambiente (25°C + 2°C), em estufa
(40°C £ 2°C) e em geladeira (5°C = 2°C).

2.9 Avaliacao microbiolégica

Os meios de cultura utilizados para o crescimento de microrganismos mesdfilo
foram: Agar Triptona de Soja (TSA) e Agar Sabouraud-destrose (SA) que propiciam
condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento de bactérias e fungos, respectivamente.
Prosseguiu-se o procedimento com a diluicdo seriada da amostra, obtendo-se diluigdes
de 1:10, 1:100, 1:1000, e a partir disto realizou-se o processo de incubacédo em triplicata
com pipetagem de 0,1 mL das diluigbes nas placas, espalhando-se com o auxilio de al¢a
de Drigalski através da técnica de Spread Plate. As placas com meio TSA foram incubadas
por trés dias a 32°C + 2,5°C, e as placas com meio SA por 5 dias a 28°C (BRASIL, 1998).
O teste foi aplicado para determinar a qualidade microbioldgica intrinseca do produto
desenvolvido. A contagem de microrganismos mesofilos totais aerdbios em cosméticos de
grau Il deve ser < 1000 UFC/g de produto, maximo de 5000 UFC/g de produto; Auséncia
de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, coliformes totais e fecais em 1 g
ou mL de produto (BRASIL, 1998).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A manipulagédo farmacéutica por ser uma operagao muitas vezes complexa e de
enorme responsabilidade, necessita de um suporte técnico minucioso, além de pesquisas
que concentrem informagdes seguras dos aspectos relacionados a farmacotécnica
e qualidade dos produtos. Neste trabalho foram propostas diferentes bases auto-
emulsionantes funcionais de cristal liquido no desenvolvimento de dermocosméticos de
melaleuca e cravo-da-india para tratamento da acne vulgar.

A descricao dos componentes da formula obedeceu a Nomenclatura Internacional
de Ingredientes Cosméticos (INCI: Internacional Nomenclature Of Cosmetic Ingredients).

O INCI trata-se de um sistema internacional de codificagao para designar os ingredientes
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utilizados em produtos cosméticos, reconhecido e adotado mundialmente (BRASIL, 2015).

A amostra F1 foi formulada incluindo alguns insumos de origem sintética. Na amostra
F2 prevaleceram as matérias-primas reconhecidas por organizag¢des certificadoras de
organicos (ECOCERT). O Cetearyl Olivate (and) Sorbitan Olivate € um emulsionante
suave, formado a partir de uma esterificagao suave dos grupos de acidos graxos do dleo
de oliva estabilizado com sorbitol e alcool cetearilico. Este composto permite o preparo de
cremes e logdes de 6leo em agua através da formacgao de estruturas de cristais liquidos.
Esta organizacao confere as emulsdes um alto grau de hidratacéo, devido a agua que é
mantida dentro da rede lamelar. Estudos mostram que a reticula de cristal liquido aumenta
a capacidade de hidratagéo da pele, tanto a curto como a longo prazo estabilizando a fase
lipidica. Esta base melhora as caracteristicas do produto final principalmente em termos
de sensorial (SOUZA; ANTUNES JR, 2016).

O Tribehenin PEG-20 Esters foi utilizado como emulsionante auxiliar e emoliente,
a glicerina como umectante; EDTA dissdédico como sequestrante; metilparabeno e
propilparabeno como conservantes, DL-a-tocopherol-acetate como antioxidante;
decametilciclopentassiloxano (ciclometicone), dimethicone crosspolymer e
cyclopentasiloxane foram empregados como emolientes e modificadores sensoriais, 0
ammonium acryloydimethyltaurate/VP copolymer como espessante do sistema (SOUZA,;
ANTUNES JR, 2016).

Os insumos starch (and) polymethylsilsesquioxane e tapioca foram utilizados como
modificadores do sensorial. O amido da tapioca possui em sua estrutura propriedades
de absorgao de suor e de maior adesividade das particulas com a pele, proporcionando
sensacao de seda sem deixar a pele esbranquigada. A manteiga do cupuacgu ( Theobroma
Grandiflorum Seed Butter ) € um emoliente que proporciona um toque agradavel, maciez e
suavidade a pele, além de promover hidratagéo e diminuir a perda de agua transepidermal.
Contém fitoesterdis principalmente beta-sitosterol que atuam regulando o equilibrio hidrico
e 0 manto hidrolipidico (SOUZA; ANTUNES JR, 2016).

A goma xantana é um polissacarideo sintetizado por uma bactéria fitopatogénic
do género Xanthomonas, que apresenta capacidade de formar solugdes viscosas e
géis hidrossoluveis sendo muito utilizado no segmento de cosméticos organicos como
espessante e estabilizante (BORGES; VENDRUSCOLO, 2008).

Glycerin (Glicerina); Caprylhydroxamic Acid (and) Caprylyl Glycol (and) Glycerin
€ composto pelo acido caprilhidroxdmico sendo derivado do coco funcionando como
conservante e pelo caprilglicol considerado um agente multifuncional com propriedades
emolientes e coemulsionante além da porg¢édo glicerina que atua como umectante, sendo
esta composicao utilizada para o controle do crescimento microbiano em produtos, agindo
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e leveduras. Os antioxidantes
sao substancias capazes de inibir a oxidacao. A vitamina E € um potente antioxidante

lipossoluvel conhecido também com a-tocoferol conferindo a capacidade de atravessar a

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 9




membrana celular atuando como sequestrador de radicais livres (SOUZA; ANTUNES JR,
2016).

O uso de oOleos essenciais como recurso natural para tratar os processos acneicos
se faz eficaz, devido suas atividades antimicrobianas comprovadas contra o C. acnes e
por permitirem uma penetragao eficiente no tecido epitelial atr vés da membrana celular.

A ECOCERT (BRASIL, 2005), organismo de inspecgao e certificacdo a servigo do
homem e do meio ambiente no Brasil, define como organico o produto que tenha (incluindo
a agua) no minimo de 95% de ingredientes vegetais certificados como orgénicos sobre o
total de ingredientes vegetais e para produtos com 70% a 95% de ingredientes organicos
serao classificados em seus rétulos como “Produto Com Ingredientes Orgéanicos”. A
amostra F2 atende aos requisitos exigidos pela ECOCERT.

As formulacdes foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas a fim de
se estabelecer um grau de comparagao dos produtos obtidos. Os estudos realizados
tiveram como objetivo a obtengéo de dados sobre as caracteristicas organolépticas, fisico-
guimicas e sensoriais nas distintas formas dermocosméticas que atendam a expetativa
do usuario.

O estudo de estabilidade fornece informacdes que indicam o grau de estabilidade
relativa de um produto nas variadas condigdes a que possa estar sujeito desde sua
fabricagcdo até o término de sua validade e auxilia na predicdo de um problema em
potencial relacionado com a formula guiando o formulador no desenvolvimento de produtos
e triagem das formulagdes (ISAAC, et al., 2008). Para este protocolo as formulagdes F1
e F2 foram armazenadas em diferentes condicbes por um periodo pré-definido sendo
avaliadas em relagao ao aspecto, odor, homogeneidade por centrifugagao, pH e avaliagao
tatil. Os resultados podem ser visualizados na Quadro 1.

A analise do aspecto teve como objetivo aferir as alteragdes das amostras como,
homogeneidade, brilho, maciez, presenca de bolhas de ar. De acordo com a Quadro 1,
pode ser observado neste estudo que as duas amostras propostas ndo apresentaram
alteragdes. O odor apresentou um parametro caracteristico nos dois ultimos tempos
do teste em estufa, e isto pode ser justificado por uma sensibilidade da formulagéo ao
estresse térmico, mas o0 mesmo € aceito, ja que pequenas alteragbes sdo aceitaveis em
temperaturas elevadas (BRASIL, 2004). A cor apresentou parametros normais nas duas
amostras.

A avaliacao tatil € responsavel por verificar a sensagao na pele, durante e apds a
aplicagdo de um determinado produto. Foi possivel verificar que as amostras propostas
mantiveram as suas caracteristicas durante o estudo com excec¢éo da F2 acondicionada em
estufa, a mesma apresentou mais pegajosidade durante e efeito de branqueamento mais
evidente. Ja na F1 foi exibido um produto de facil espalhamento oferecendo menos efeito
de branqueamento e isto pode ser justificado pelo fato de que a F2 possui componentes

de origem natural em sua formulagao, com relagdo a F1 que nao possui.
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O teste de centrifugagao foi realizado como analise preliminar, a fim de determinar
qualquer sinal de instabilidade indicativa de necessidade de reformulacao (BRASIL, 2004).
De acordo com o Quadro 1 é possivel dizer que as amostras se mantiveram estaveis, ndo
havendo separacio de fases entre as formulacdes. Observou-se também que n&o houve
alteracgao significativa do pH em fung¢ao das diferentes condicdes de armazenamento. O
valor de pH encontrado atende ao esperado. E importante lembrar que o pH da pele é
levemente acido (4,6 — 5,8), o que contribui para sua protegcdo (HARRIS, 2018).

Temperatura/ Ambiente Geladeira Estufa Luz natural indireta

Tempo (25° % 5°C) (5° £ 2°C) (d0°z 2°C) (25°1 5°C)

0 (7 |14|21|28( 0 | 7 |14 |21 |28| O | 7 |14 |21 |28| 0O | 7 |14 |21 (28

Formulagao F1

Aspacto sa|sa|salsa|salsalsalsalsalsalsalsalsalsalsa|salsa|sa|salsa

Odor | e . . . . . . . . . . . . , . . ,

sa|sa|salsa|salsalsalsalsalsalsalsalim|im|sa|salsa|sa|salsa

Cor sa|sa|salsa|salsalsalsa)salsalsalsalsalsalsa|salsalsalsal
Avaliacao tatil

AG [ AG |AG |AG |AG |AG |AG |AG | AG |AG |AG |AG | PA | PA [ AG [ AG | AG | AG | AG | LM

Centrifugacao

pH

Formulagdo F2

Aspecto sa|sa|salsalsalsalsalsalsalsalsalsa|salsalsalsalsasa|salsa
Odor .

sa|sa|salsa|salsalsalsa|sa|salsalsa|salim|im]|salsa|sa|sa|im

Cor sa|salsalsalsalsalsalsa|sa|sa|sa|salsalsalsa|salsa|salsalim

Avaliacdo tatil |\~ | oo | ac | ac |ac [ac | ac |ac |ac |ac |ac |ac |ac|Pa | pa |Pa | ac | Ac | ac | Ac

Centrifugacéo sa|sa|salsa|sa|sa|salsa|salsa|salsalsalsa|sa|salsalsalsalsa

pH 54 |55|57]|56|55|56]53]|56|54|55]56]|54]|55|55|56|56(53|56]|54][55

Quadro 1 — Resultados do estudo de estabilidade preliminar das amostras F1 e F2.

Legenda: Normal, sem alteragéo (SA); levemente modificado (LM); modificado (MO); intensament
modificado (IM). Sensagéo tatil: Pouco agradavel ( A); agradavel (AA); muito agradavel (MA); pegajoso
(PJ); aspero (AP). Itens tarjados indicam alteragdes ocorridas.

A qualidade microbiolégica de um produto cosmético ndo deve depender unicamente
do emprego de conservante, porém o mesmo se faz necessario, visto que a presenca
de agua na formulagao predispde o crescimento de microrganismos. No entanto,
além de apresentar eficacia, esse conservante deve ser seguro p ra o consumidor. O
processo de analise microbioldgica visa confirmar a auséncia de alguns microrganismos ou
verificar o limite maximo permitido por lei. Para preparar a amostra foi necessario partir de
uma dilui¢cdo 1:10 de ndo menos que 1g do produto a ser examinado conforme a contagem
do numero total de microrganismos mesofilos (BRASIL, 2004). Na analise microbiolégica

nao houve ocorréncia de crescimento microbiano apos o periodo de incubacgéo, resultando




que os produtos desenvolvidos possuem uma boa qualidade microbioldgica.

A determinacado de consisténcia por espalhabilidade foi usada como opcgao para
avaliar a capacidade de expansao das formulacdes estudadas sobre uma superficie em
funcao do peso adicionado (Figura 1 e Figura 2).

10,000 10,000
8,000 8,000
fg 6,000 £ 6,000
E £
o 4,000 o 4,000
2,000 2,000
0 0
200 400 600 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
Massa (g) Massa (g)
F1(T.A) F1 (Estufa)
_ F2 (T.A) F2 (Estufa)
F1 (Geladeira) F2 (Geladeira)

Figura 1 — Espalhabilidade das amostras F1 e F2 em fung¢do do peso adicionado (g). Formulagdes
acondicionadas em diferentes condigdes durante 28 dias. (Fonte: Dados da Pesquisa).

A espalhabilidade, definida como a expansdao de uma formulacdo semissdlida
sobre uma superficie apés um determinado periodo de tempo € uma das caracteristicas
essenciais dos produtos de aplicagao topica (BORGHETTI; KNORST, 2006).

| _ F
L

F2

Efmm?2/g
O = N W ks 3 = 0 O O

Ta (25°t5°C)  Estufa (40°12°C) Geladiera (5°t2°C)

Figura 2 — Fator de espalhabilidade das amostras F1 e F2 em func¢do do peso adicionado. Formulag¢des
acondicionadas em diferentes condi¢des durante 28 dias. (Fonte: Dados da Pesquisa).

Os resultados revelam que houve uma relagao linear entre o peso e a expansao
como também o comportamento diferente entre as formulagbdes F1 e F2 (Figura 1). Nesse
sentido pode-se inferir que os componentes utilizados na elaboragéo das amostras F1 e
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F2, bem como as condi¢des de armazenamento podem ter repercutido nos resultados do
fator de espalhabilidade ao longo dos 28 dias de estudo (Figura 2).

41 CONCLUSAO

A acne vulgar é uma das afecgdes cutdneas mais frequentes na populagcdo mundial
com importantes repercussdes psicossociais. Dermocosméticos podem colaborar com
o tratamento coadjuvante a terapia medicamentosa principalmente nos casos de acne
leve a moderada. A atividade terapéutica dos 6leos esséncias de melaleuca e cravo-
da-india tem sido amplamente discutida nos estudos cientificos, no entanto, verifica
se a caréncia de dados sobre o comportamento desses ativos em formulagdes auto-
emulsionantes funcionais de cristal liquido. Neste estudo, de acordo com as condi¢bes
experimentais utilizadas, foi possivel formular dermocosméticos empregando-se os
Oleos essencial de melaleuca e cravo-da-india como potenciais ativos no tratamento da
acne. Os testes realizados comprovaram a qualidade fisico-quimica e microbiolégica
do produto, bem como, a boa aceitabilidade sensorial apés o uso, porém, foi possivel
observar a resisténcia dos julgadores em adequar ao novo, novas propostas, nao obtendo
resultado de eliminacdo, mas sim como notificagdo. Embora estudos mais detalhados
devam ser conduzidos no aprimoramento da formulacao, € importante considerar que os

Oleos essenciais demonstraram grande potencialidade no emprego em dermocosméticos.
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RESUMO: A Biotina € um nutriente essencial
muito conhecido pelo seu potencial estético,
pois ela contribui para a saude da pele e do
cabelo. No entanto, seu papel no organismo
vai além da estética, sendo necessaria em
fungdes fisioldgicas. A caréncia de Biotina
pode ocorrer por diversas causas, como a
deficiéncia de Biotinidase caracterizando uma
doenca metabdlica hereditaria, a administragao
prolongadade medicamentos anticonvulsivantes
e antibidticos, consumo excessivo de alcool,
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ingestdo de ovo cru e individuos com sindrome
do intestino curto levando a ma absor¢ao. Logo,
a suplementacao de Biotina na dieta pode ter
motivagao estética ou terapéutica, fazendo com
que pacientes de idades distintas facam o uso
dela, que atualmente se encontra disponivel
principalmente em formas sodlidas como
capsulas e comprimidos. Esse trabalho visou
desenvolver duas formas farmacéuticas para
a incorporagao da Biotina: a geleia e o pirulito,
com intuito de aumentar a adesao ao tratamento
de pacientes com dificuldades de degluticao
além de verificar a estabilidade fisico-quimica
e analise microbioldgica. Os resultados obtidos
nos testes de controle de qualidade fisico-
quimico e microbiolégico foram satisfatorios,
enquadrando-se dentro dos padrdes.

PALAVRAS-CHAVE:

Geleia, Pirulito.

Biotina, Biotinidase,

DEVELOPMENT AND PHYSICAL AND
CHEMICAL ANALYSIS OFLOLLIPOP AND
JELLY BIOTIN
ABSTRACT: Biotin is an essential nutrient well
known for its aesthetic potential as it contributes
to skin and hair health. However, its role in the

organism goes beyond the aesthetics, it also
helps physiological functions. Biotin deficiency
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can occur for a variety of reasons, including a biotinidase deficiency characterized by an
inherited metabolic disease, prolonged administration of anticonvulsant drugs and antibiotics,
excessive alcohol consumption, raw egg intake and drugs with short bowel syndrome leading
to malabsorption. The Biotin supplementation in the diet may have aesthetic or therapeutic
motivation, causing patients of different ages to make use of it, which is mainly available on
solid forms, such as capsules and tablets. This work aimed to develop two pharmaceutical
forms for the incorporation of Biotin: a jelly and a lollipop, with the purpose of increasing the
adhesion of patients with developmental difficulties besides verifying the physical-chemical
stability and microbiological analysis. The results obtained in the physical-chemical and
microbiological quality control tests were satisfactory, in accordance with the standards.
KEYWORDS: Biotin, Biotinidase, Jelly, Lollipop.

11 INTRODUCAO

Vitaminas sao substancias vitais aos seres vivos, porém grande parte adquirimos
de forma exdgena, sendo classificadas em hidro e lipossoluveis. Uma das vitaminas
hidrossoluveis de grande interesse € a Biotina, também conhecida por vitamina B7 e
vitamina H. Ela esta envolvida em reagdes de gliconeogénese, lipogénese, sintese de
acidos graxos, metabolismo do propionato e catabolismo da leucina, contribui para a
saude da pele e cabelo e ha estudos sobre sua capacidade de agir contra hiperglicemia,
aliviar dor muscular e depressdo (GONCALVES, 2010, p.18, apud FRANCO, 2004). Ela
esta presente em alimentos tanto de origem animal quanto vegetal como rins, gema de
ovo, soja, castanha e outros cereais (DE ANGELIS, 2007, p.141).

Os seres humanos sao incapazes de sintetiza-la, sendo assim ha necessidade de
obtencgao a partir de fontes exdgenas através da absorgao intestinal. O intestino possui
duas fontes de biotina: a partir da alimentagao e a outra bacteriana, que é a microbiota
normal do intestino grosso. A biodisponibilidade da biotina nos alimentos varia de 5% a
100% (SAID, 2008).

A deficiéncia de biotina pode ocorrer por diversos fatores, entre eles: alimentagao
pobre em vitaminas e nutrientes, individuos tratados com medicamentos anticonvulsivantes,
individuos com sindrome do intestino curto, pacientes submetidos a nutricao parenteral por
longos periodos, uso prolongado de antibidticos, consumo excessivo de alcool e de ovo
cru (ZEMPLENI et al., 2008), e também devido a deficiéncia de biotinidase, uma doenca
metabdlica hereditaria na qual um defeito no metabolismo da biotina gera a incapacidade
do organismo fazer a sua reciclagem ou usar a biotina ligada a proteina fornecida pela
dieta (PINDOLIA et al., 2010). A sintomatologia da forma classica da doenca € geralmente
neuroldgica e cutanea, mas a partir da suplementagao precoce, isso pode ser diminuido e
nao ha desenvolvimento de sequelas. O tratamento consiste na reposi¢ao oral de biotina,

5 a 20 mg/dia, por toda a vida. A prevaléncia combinada da doenca € variavel, de 1:60.000
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a 1:9.000. A deficiéncia de biotinidase preenche critérios da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) para triagem neonatal, devido a alta morbidade e tratamento efetivo e de
baixo custo (LARA et al., 2012).

A Biotina também tem sido vista como a vitamina para a beleza e é comercializada
para melhorar o aspecto das unhas, pele e do cabelo, pois contribui para o metabolismo
de proteinas, acidos graxos e carboidratos (COSTA et al.,2007).

Dessa forma a suplementagao pode ocorrer por fins patologicos e estéticos. As formas
farmacéuticas de maior veiculacdo sdo as solidas (comprimidos e capsulas) e liquida
(xarope), porém ha outras possibilidades que visam auxiliar a adesao ao tratamento,
principalmente de criancas e idosos. Um exemplo é a veiculacdo do farmaco em doces
dietéticos, pois ao dissolver na boca ocorre absorgao através da mucosa oral e sublingual,
diminuindo o efeito da primeira passagem hepatica do medicamento, em consequéncia
menores efeitos secundarios e maior absor¢ao do mesmo e também ao ser deglutido
pode ser absorvido pelo trato gastrointestinal (FERREIRA, 2010).

O presente projeto teve como objetivo desenvolver duas formas farmacéuticas,
verificar estabilidade fisico-quimica e microbiolégica, além da viabilidade de produgéao
das mesmas.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Formulacgoes e Técnica de Preparo do Pirulito e da Geleia

A elaboragao das formulagdes se deu por meio de estudos tedricos, pesquisas
bibliograficas, e testes praticos, até a obtencdo dos resultados desejados, dados
apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os principios ativos utilizados foram obtidos na
Universidade de Marilia (Unimar) e o principio ativo Biotina na farmacia de manipulagcédo A
Exclusiva, situada na cidade de Marilia-SP.

Foi produzida apenas uma amostra de cada forma farmacéutica com adi¢ao de
Biotina (5mg) com a finalidade de realizacdo do controle de qualidade.

A técnica de preparo do pirulito consistiu em adicionar em um béquer todos os
componentes previamente pesados e aquecer até fusao total, adicionando em seguida
o corante e o flavorizante. A mistura foi colocada em formas de plastico, previamente
revestidas com 6leo fixo vegetal e levados para refrigeracéo

A geleia foi elaborada seguindo as especificagbes regulamentadoras de alimentos, e
incorporando técnicas farmacéuticas de manipulagéo de diluigdo geométrica do principio
ativo. Para o preparo, foram adicionados em um béquer a agua, sucralose, acessulfame
K, acido citrico, benzoato de sdédio, goma xantana, pectina e morangos anteriormente
triturados com o axilio de um mixer.
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Componentes 1° (%) 2° (%) 3° (%) 4° (%) 5° (%)

Sorbitol 89,77 80,03 80,03 - 10
PEG 4000 - - 19,77 19,77
Acido citrico 0,2 0,2 0,2 0,2 0.5
Benzoato de Sodio 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Xilitol 10 5 - - 8
Isomaltulose - 14,65 - 80,03
Colageno Hidrolisado - - - - 10
Gelatina - - - - 10
Glicerina - - - - 10
Agua purificada - - - - qsp
Aroma de Morango qs gs gs qs 2
Corante Vermelho qs as qs qs 0,2

Tabela 1. Formulagao utilizada para obtencao do pirulito em cada um dos cinco testes.

Componentes 1° (%) 2° (%) 3° (%)
Carboximetilcelulose 1.5 2 -
Sucralose 0,15 0,15 0,15
Acessulfame K 0,15 0,15 0,15
Agua Destilada gsp gsp qsp
Sorbitol 70% 10 10 10
Pectina - 0,5 2
Goma Xantana - - 1
Morango Fruta - - 40
Ac citrico - - 0,2

Tabela 2. Formulagao utilizada para obtengéo da geleia em cada um dos trés testes.

31 CONTROLE DE QUALIDADE

De acordo com o Formulario nacional da farmacopeia brasileira 2.ed de 2012 o
controle de qualidade pode ser definido como “Conjunto de operagdes (planejamento,
coordenacado e execugdo) com finalidade de verificar a conformidade dos atributos ou
caracteristicas do produto acabado ou em processo, matérias-primas e outros materiais,
com especificacdes pré-estabelecidas”

Constitui em uma ferramenta importante para assegurar a eficacia e a segurancga
do medicamento manipulado, contribuindo na conquista da credibilidade e solidez da

instituicdo Farmacia Magistral.

3.1 Caracteristicas Organolépticas

Caracteristicas organolépticas tém relagdo com a integridade e qualidade de matéria-
prima, mas ndo conseguem ser utilizadas comfinsanaliticos, pois s&o consideradasrelativas
(FERREIRA, 2010). Normalmente sao descritas quatro caracteristicas organolépticas:
aparéncia, cor, odor e sabor fazendo-se uma comparacgao visual e tactil com a bibliografi

analitica adotada e com um padrao.
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Para formas farmacéuticas (produtos acabados) observa-se o aspecto como tamanho,
integridade consisténcia (no caso do pirulito) e se aparenta ser liso ou aspero, opaco ou
transparente e brilhante (no caso da geleia). Observa-se também a cor, o odor e o tato.

3.2 Peso Médio

O peso médio é a média aritmética do peso de vinte unidades, em gramas. Os limites
de variacao tolerados para o Peso médio serédo = 7,5%.

Segundo Ferreira (2010, p.259) os pirulitos devem ter peso variavel entre 7 a 8
gramas, porém foi encontrada dificuldade na disponibilidade de moldes com tamanho

compativel, dessa forma foram obtidos pirulitos de 7 a 15 gramas.

3.3 Viscosidade

Aviscosidade é amedidadaresisténcia paraflui . Foideterminada porum viscosimetro
de Brookfield, que mede a viscosidade pela for¢ga necessaria para girar o spindle no liquido
que esta sendo testado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5 edicdo, p. 89).

3.4 Umidade

A analise de umidade esta relacionada com a estabilidade, qualidade e a composig¢ao
de alimentos. Um exemplo é a rapidez na oxidagdo de frutas caso a embalagem nao
apresente vedacgao correta (CECCHI, 2003, p. 36). Para o setor farmacéutico o conteudo
de agua prejudica a efetividade da preparagao medicinal sendo que principio ativo pode
degradar e ndo alcangar seu efeito maximo e ha influéncia diretamente nas condigdes de
armazenamento (FERREIRA, 2011, vol. 2, p.149).

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, no qual se avalia a perda de
massa da amostra por dessecacgao até peso constante (FERREIRA, 2013).

3.5 Determinacao Potenciométrica do pH

O valor de pH é definido como a medida da atividade do ion hidrogénio de uma
solucédo. O pHmetro é um aparelho indispensavel na farmacia em todos os processos do
controle de qualidade, sendo utilizado na identificacao das matérias-primas e no ajuste
das preparacgdes farmacéuticas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5 edicéo, p. 121).

3.6 Sélidos Totais ou indice de refracao (Brix°)

Avaliou-se por meio de refratdbmetro que € um método utilizado para medir solidos
soluveis como: agucares. A escala Brix é calibrada pelo numero de gramas de agucar
contidos em 100 g de solugdo. Os sélidos soluveis contidos na amostra representam o
total de sdélidos dissolvidos na agua, como o agucar, sais, proteinas, acidos, entre outros
(PERRONI, 2011).
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3.7 Acucar Redutor

Foi utilizado método de titulagcédo. Diluiu-se 2g de amostra de pirulito e de geleia em
um bal&o volumétrico de 100 ml com agua destilada. Em um erlenmeyer colocamos 10 ml
de solugao Fehling A (sulfato de cobre), 10 ml de solugéo Fehling B (tartarato de potassio
e hidréxido de sodio) e 40 ml de agua destilada. Realizamos a titulacdo dessas solugdes
sobre aquecimento e constante agitagdo com o indicador azul de metileno. O ponto de

viragem se deu com a presenga da coloragédo vermelho tijolo (FERREIRA, 2013).
3.8 Analise Microbioldgica

Por tratar-se de dois produtos alimenticios, devemos considerar como padrao para
a qualidade microbioldgica dos mesmos a RDC n° 12, de 12 de Janeiro de 2001, que
estabelece ensaios para a quantificagao de bolores e leveduras/g no caso da geleia (com
tolerancia maxima de 10* UFC) e coliformes a 45°C/g para o pirulito (tolerancia maxima
de 10 UFC).

Em 99 ml de solugao fisiolégica estéril, foi diluido 1g da amostra e em seguida
colocado sob agitacao. Apds esse periodo, uma aliquota de 1,0 mL da amostra foi retirada
e transferida para as placas de Petri contendo: Agar Nutriente, Sabouraud, agar MC
(MacConkey). Passado alguns minutos e com o agar sélido, as placas foram colocadas
dentro da estufa por um periodo de 48horas. Agar Sabouraud permaneceu por 60horas
devido a crescimento mais demorado de leveduras e bolores.

3.9 Identificacao de biotina

O componente de maior énfase nesse projeto é o farmaco biotina, utilizamos como
base para nossas analises fisico-quimicas as informacdes presentes nas Farmacopéias
Brasileira, Européia e Americana.

Para identificagao utilizamos a reagao colorimétrica com agua de brometo (European
Pharmacopoeia, 2008 v.2, p.1308, 62 Ed).

3.10 Estimativa de Prazo de Validade

O procedimento para determinagcao do prazo de validade deve seguir critérios
racionais e cientificos e cabe ao profissional farmacéutico determinar o prazo de validade,
baseando-se na avaliagao fisico-quimica dos principios ativos, a composi¢cado do excipiente
ou veiculo e a forma farmacéutica empregada. Alguns critérios sao: Estabilidade dos
componentes, uso de conservantes e estabilizantes, forma farmacéutica, embalagem,

temperatura de armazenamento e validade dos componentes (FERREIRA, 2011).
3.11 Embalagem e Acondicionamento

A embalagem de um produto magistral tem como principal fungdo a protegcédo do
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medicamento em questdo ao que tange fatores ambientais (contaminagdo, umidade,
oxigénio e luz solar) e fatores fisicos (choque, impacto, compressao e perfuragao),
evitando que a qualidade ou integridade do produto seja comprometida. A escolha da
embalagem deve ser feita baseando-se nas caracteristicas da mesma e do produto a ser
acondicionado, analisando compatibilidade do medicamento com o material constituinte

da embalagem, conveniéncia, funcionalidade e custos (FERREIRA, 2011).

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Ferreira, 2011, uma formulacdo vitaminica estavel deve ser
cuidadosamente formulada levando em considerag¢ao as caracteristicas fisico-quimicas,
pH de maior estabilidade, termolabilidade, e as interacbes possiveis com os demais
constituintes. Avitamina H ou Biotina apresenta estabilidade em meio acido e neutro, sendo
assim tanto na geleia como no pirulito foi utilizado acidulante ndo s6 para palatividade
como para estabilizagdo da formulagdo e mantivemos o pH 4 em ambas, nao é termolabil
o que facilitou os procedimentos farmacotécnicos utilizados, a sensibilidade a oxigénio e
luz sdo baixas tornando-a pouco oxidavel e possui incompatibilidade com alcalis e sais
alcalinos.

Durante o primeiro teste de formulagao do pirulito ndo houve solidificagao dos produtos,
que apresentaram cor e sabor agradaveis. Na segunda férmula houve solidificagao, porém,
o produto se liquefez apds cinco horas a temperatura ambiente. Na terceira, os pirulitos
solidificaram normalmente, permanecendo assim em temperatura ambiente, porém apds
uma semana houve aparecimento de rachaduras nos mesmos. Na quarta formulacao
houve solidificagao parcial e apds dois dias eles se tornaram esbranquigados. Na quinta e
ultima formulagdo desenvolvemos um pirulito mole (goma) o qual houve maior facilidade
de manipulagao, solidificagao e permanéncia da mesma em temperatura ambiente, cor,
sabor, odor e aparéncia caracteristica e agradavel.

A primeira formulagdo da geleia, a viscosidade convencional das mesmas né&o foi
atingida. Na segunda, obtivemos a viscosidade desejada. A terceira foi realizada devido
a uma incompatibilidade encontrada entre o ativo CMC e a pectina, no qual a associagao
pode gerar uma coacervagao, isto é divisdo de fases. Sendo assim foram escolhidas a
goma xantana como substituta do CMC e a pectina em concentragdo maxima permitida
pela Anvisa em geleias que é 2% (CNNPA n°® 12, de 1978). A mesma resolugao determina
a auséncia de corantes e flavorizantes em geleias, dessa forma foi desenvolvida uma
formulacdo compativel com normas alimentares e farmacéuticas. Para aumentar a
atratividade adicionamos a fruta fresca (morango).

O valor de peso médio é o precursor dos calculos que completam o controle de
qualidade. Peso médio foi definido pela média aritmética do peso de 20 pirulitos.
O valor obtido € um parametro importante para a verificacdo da homogeneidade e
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reprodutibilidade da formulagdo. Calculo define o peso maximo e minimo, garantindo
assim uma homogeneidade da mesma.
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0.000 . .
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Grafico 1. alores das amostras pesadas e as variagdes de limites superior e inferior.

A partir do peso médio € possivel calcular o limite de variagcdo da formulagao e
desvio padrao, conforme demonstrado na tabela abaixo.

Resultados Obtidos

Somatoria: 207,160 g
Maximo: 11,030 g
Minimo: 9,890 g

Desvio Padrdo: 0,305814 g

Coef. de Variagao: 2952441
Valor Tedrico: 10,000 g
Média: 10,35800

Tabela 3. Resultados do peso médio, desvio padrao e coeficiente de variagdo das amostras

Esse calculo define o peso maximo e minimo, garantindo assim uma homogeneidade
da mesma. Desvio padrdao que pode ser definido como a distancia que os valores reais
dos pesos dos pirulitos se distanciam do peso médio, seja para mais ou para menos. E o
coeficiente de variacdo expressa, em porcentagem, a estimativa do desvio padrao, nao
devendo ultrapassar 4% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O resultado do peso médio por mais uniforme que ele esteja ndo é garantido, por
isso, de que todas possuem a mesma concentragcao de farmaco, pois esse parametro é
sO um indicativo. Para tanto, existem testes de equivaléncia que definem quantidade de

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 10




farmaco por unidade com precisao. Os valores de desvio padrao e coeficiente de variagcéo
determinam a viabilidade e reprodutibilidade das formulagcbes e obtiveram resultados
positivos. Obtiveram-se dois pontos fora no limiar superior de peso o que € permitido de
acordo com a farmacopeia brasileira.

A temperatura € um dos fatores que afeta a viscosidade dos doces. Um aumento da
temperatura neste caso faz com que a viscosidade da fase liquida diminuia, aumentado
o0 movimento das particulas em suspensao, causando um decréscimo na viscosidade dos
doces (MACHADO,2012 apud PELEGRINE, 1999).

Todos os trabalhos analisados sobre determinacéo reologica de doces produzidos
com frutas demonstram tratar-se de um fluido ndo-newtoniano do tipo pseudoplastico,
devido em repouso apresentarem suas moléculas desordenadas e quando submetidas a
uma tensdo de cisalhamento, elas tendem a se orientar na dire¢ao da forga aplicada. O
teste de viscosidade foi realizado com o spindle S54 na rotagao de 12 RPM, por se tratar
de controle de qualidade, na temperatura de 25°C e o obtivemos o resultado de cP5850
ou 58,5g/(cm.s).

A andlise da umidade foi realizada em triplicada, fez-se a média e foi determinada
pela comparagdo da amostra inicial (100%) com a amostra final pés permanéncia em
estufa. De acordo com a Resolugcdo da Comissao Nacional de Normas e Padrbes para
Alimentos - CNNPA n° 12, de 1978 a umidade das geleias ndo pode ultrapassar 38% e no
caso dos pirulitos ndo ha informagdes para este parametro.

Obteve-se umidade de 85,05% na geleia que a torna fora dos padrdes, porém a
resolugcédo leva em consideragcéo a presenca de 50% de agucar na formulagao, logo a
presenca de edulcorantes como sorbitol, que possui a fungdo umectante, leva um aumento
do teor de agua e em consequéncia aumento da umidade. O pirulito obteve 41,92% de
umidade, devido ser produzido em base de goma apresentar agua em sua composig¢ao.

Segundo Ferreira, 2013 “E esperado que a geleia diet tenha menor teor de sélidos
soluveis uma vez que grandes quantidades de agucar sdo substituidas por pequenas
quantidades de edulcorantes”. O valor obtido pelo Brix° foi 14,2% comprovando a teoria
da menor quantidade de sélidos soluveis na amostra de geleia diet e se enquadra abaixo
dos valores determinados pré-estabelecidos de 62 a 65% (CNNPA n° 12, de 1978).

Os acucares redutores reagem com os ions cupricos da solugcao de Fehling,
reduzindo-se a ions cuprosos, sob a agao do calor em meio alcalino. Ao reagir com os
ions cupricos, os agucares sofrem oxidagao, enquanto que o cobre é reduzido, formando-
se um precipitado vermelho de 6xido cuproso.

A geleia diet e o pirulito tém teores de agucares totais baixo por se tratar de uma
formulacdo sem adi¢cao de sacarose propriamente dita. Mesmo que em alguns edulcorantes
sejam polimeros da sacarose (sucralose), ndo é possivel detecta-los nesse tipo de
titulagdo, sendo assim o agucar presente na analise da geleia se refere ao presente na

fruta, no caso 0,14% (FERREIRA, 2013).
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Em relagdo as analises microbioldgicas, ndo houve crescimento nas placas de
todos os meios de cultura utilizados, demonstrando a estabilidade da formulagdo (mesmo
possuindo agua na mesma), eficacia dos conservantes, higiene durante o preparo e
conservacao adequada.

Aidentificagao da biotina é preconizada pela produgédo da agua de bromo que possui
as seguintes reacoes:

A reacao do acido cloridrico, HCI, com o hipoclorito de sédio, NaClO, produz cloro,
Cl2, através da reacao:

NaClO(aq) + 2HCl(aq) > Cl2(aq) + NaCl(aq) + H20(l)

O CI2 formado ira oxidar o ion brometo do brometo de potassio, KBr, formando o
bromo, Br2.

Cl2(aq) + 2 Br-(aq) > 2 Cl-(aq) + Br2(aq)

A reacao global que representa todo o processo é:

2 KBr + NaCIO + 2 HCI > Br2 + KCIl + H20

Ao realizar o experimento com a agua de bromo percebe-se que a solugdo muda de
cor, passando de incolor a laranja. Essa € uma evidéncia de que ocorreu a formagao do
bromo, Br2. A agua de bromo ao entrar em contado com a solugéo de biotina 1:3, passa
de laranja para incolor novamente demonstrando a desestabilizagdo da segunda reacgao.

Existem estudos de estabilidades simples que podem ser empregados para
determinar o prazo de validade, optamos pelo Método Q10 (Calculo de predigao da
estabilidade): e utilizada para calcular de forma rapida o prazo de validade de um produto
que sera armazenado ou usado sob condi¢cdes diferentes das expressas no rotulo do
fabricante. Foi verificado que quanto menor a temperatura maior o tempo de estabilidade
das formulagdes, desta formar manter em geladeira seria uma alternativa para prolongar
a vida util do produto. A temperatura de validade é aquela que desestabiliza a formulagao
fisicamente, no caso do pirulito 5 horas em temperatura de 40°C se liquefez e a geleia
perdeu umidade significantemente, se estiver em embalagem sem lacre. A partir desde
dado obteve-se que nas temperaturas de 30°C e 20°C ha duracgao respectivamente de 45
e 75 horas.
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Metodologia Q10

Grafico 2. Demonstra a temperatura a que as amostras foram expostas e o tempo até ocorrer a
liquefagao.

Segundo FERREIRA (2011) tais formulagdes devem ter prazo de trés a quatro meses.

O calculo do Método Q10 é realizado a verificacdo da estabilidade da forma
farmacéutica a determinadas temperaturas. A temperatura de validade é aquela que
desestabiliza a formulacao fisicamente, no caso do pirulito 5horas em temperatura de 40°C
se liquefez e a geleia perdeu umidade significantemente, se estiver em embalagem sem
lacre. A partir desde dado é possivel calcular a validade (em horas e dias) comparando
temperaturas com o tempo de desestabilizacdo inicial.

Os pirulitos foram acondicionados em sachés laminados de tamanho 70 x 220mm
(um em cada), que recobrem o produto todo (incluindo o cabo), termicamente selados. A
geleia foi acondicionada em sachés laminados de 70 x 70mm, contendo dez gramas da
amostra em cada um, selados termicamente. Ao colocar a geleia em saches laminados ha
a vantagem de proporcionar mais praticidade a formulacdo, uma vez que cada envelope
contera a dose certa de biotina necessaria para a administracdo. Todos os produtos
foram rotulados de acordo com as normas da RDC n°® 41 de 22 de dezembro de 2009,
contendo as seguintes informacgdes: identificagao do produto final, quantidade, método de
administracao, data de fabricacado e prazo de validade.

CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho demonstrou o desenvolvimento e as analises fisico quimicas de duas
formas farmacéuticas néo usuais, geleia e pirulito. Evidenciou também que uma mesma
droga pode seradministrada em diferentes formas farmacéuticas, sempre respeitando suas
caracteristicas, mas dessa forma demonstrando que é possivel atender as necessidades
de cada paciente.

Os resultados obtidos nos testes de controle de qualidade foram satisfatorios,
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revelando valores de pH que se enquadram na faixa ideal, caracteristicas organolépticas
agradaveis e aceitaveis (sabor), além do peso médio dos pirulitos apresentarem
resultados dentro dos padrdes. E possivel afirma, portanto, que os resultados obtidos
nos testes verificaram a estabilidade fisica e quimica das formulacdes e viabilidade para
a implantacao e possivel comercializagédo pelas farmacias de manipulagao.
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RESUMO: Fitocosmética € um segmento da
ciéncia que se dedica ao estudo da acao e da
aplicagao de principios ativos de origem vegetal
com finalid de de higiene e estética. O 6leo
essencial de manjericado (Ocimum basilicum L.)
tem destaque na literatura por diversas acoes
dentre elas a agao antimicrobiana frente a micro-
organismos Gram-positivos e negativos. Como
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0 Oleo essencial puro ndo pode ser aplicado
diretamente na pele o objetivo da pesquisa
foi formular e avaliar fisicoquimicamente, bem
como a atividade antibacteriana de um gel,
contendo 6leo essencial de manjericdo. Dois
Oleos essenciais (OE) foram adquiridos de
diferentes fabricantes, nomeados BE e PY. Eles
foram incorporados em uma base gel aniénica
nas concentragdes de 0,2% para BE e de 0,5%
para PY. Realizado o teste de pré-estabilidade
em 21 dias etodasasamostras foramaprovadas.
Na avaliacdo antibacteriana frente ao micro-
organismo Staphylococcus aureus, todas as
amostras mantiveram suas caracteristicas
estaveis em todas as condigdes do estudo.
Pode-se constatar atividade antibacteriana
frente ao micro-organismo Staphylococcus
aureus de todas as amostras, sendo o OE
puro BE com maior atividade inibitéria frente
ao micro-organismo do que o fabricante PY e
o gel contendo OE BE 0,5 % apresentou um
percentual maior de inibi¢ao.
PALAVRAS-CHAVE: Ocimum basilicum. Géis.
Oleos essenciais. Cosméticos.
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DEVELOPMENT AND PHYSICAL CHEMICAL ASSESSMENT AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF PHYTOCOSMETIC GEL CONTAINING ESSENTIAL BASIL OIL (OCIMUM
BASILICUM L.)

ABSTRACT: Phytocosmeticsis ascience segmentdedicated to study the actionand application
of an active ingredients from the plants, for the hygiene and aesthetics purpose. The basil
essential oil (Ocimum basilicum L.) is highlighted in the literature for several actions, among
them the antimicrobial action against Gram-positive and negative microorganisms. As the pure
essential oil cannot be applied directly to the skin, the objective of the research was to formulate
and evaluate physicochemically, as well as the antibacterial activity of a gel, containing basil
essential oil. Two essential oils (OE) were purchased from different manufacturers, named
BE and PY. They were incorporated into an anionic gel base at concentrations of 0.2% for
BE and 0.5% for PY. The pre-stability test was performed in 21 days and all samples were
approved. In the antibacterial evaluation against the Staphylococcus aureus microorganism,
all samples maintained their stable characteristics in all study conditions. It can be seen
antibacterial activity against the Staphylococcus aureus microorganism of all samples, with
pure BE OE with greater inhibitory activity against the microorganism than the manufacturer
PY and the gel containing 0.5% OE BE presented a percentage greater inhibition.
KEYSWORDS: Ocimum basilicum, Gel. Esssencial oil. Cosmetics.

11 INTRODUCAO

Denominam-se como fitocosméticos, os cosméticos que contém em sua composicao
ingredientes como Oleos, manteigas vegetais e extratos de plantas medicinais. O uso
desses, possui grandes vantagens cientificamente comprovadas, e podem ser ainda de
composicao sustentavel. Sua férmula se da pela presenca de ativos naturais, tendo assim
efeitos superiores quando comparados a produtos sintéticos (FIGUEIREDO; MARTINI;
MICHELIN, 2014).

Entretanto, todo fitocosmético deve passar por todas as etapas de pesquisa:
apresentacgao, criagdo e desenvolvimento, em conjunto com os testes de estabilidade
que indicam o comportamento do produto, em diferentes condigdes ambientais e em
determinado intervalo de tempo para garantir a atividade durante toda sua vida util
(BRASIL, 2012; FIGUEIREDO; MARTINI; MICHELIN, 2014).

Dal’Belo (2008) define a fitocosmética como sendo o segmento da ciéncia que se
dedica ao estudo da agdo e da aplicagado de principios ativos de origem vegetal com
finalidade de higiene e estética. Leva em consideragdo o impacto ambiental gerado em
sua produgao e os custos inerentes ao processo podendo optar também por embalagens
biodegradaveis, reciclaveis ou retornaveis (WEISS; HAMAD; FRANCA, 2011).

De acordo com Ansel e colaboradores (2007) os géis consistem em preparagdes
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semissolidas e suspensdes de pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas
organicas, sao transparentes ou translucidos, sendo constituidas por um ou mais
ingredientes em bases hidrofilicas ou hidrofébicas. Apresentam baixo poder de penetragéo
na pele, geralmente sdo destinados ao uso topico.

Tém em sua composicao: agente geleificante ou espessante, como por exemplo: gomas,
acido alginico e alginatos, derivados de celulose, dioxido de silicio coloidal, carbémeros
e outros copolimeros do acido acrilico, silicato de aluminio de magnésio (veegum®),
alcool polivinilico, povidona etc; veiculo (Agua ou alcool); conservantes e estabilizantes;
umectantes (FERREIRA, 2010, p. 318).

O manijericdo (Ocimum basilicum L.) é natural da india, passando pelo Oriente Médio
e Europa. E subespontaneo em todo o Brasil. Entre as ervas aromaticas o manjericio tem
grande importancia econémica no Brasil, devido ao consumo in natura e em processamento
industrial. O manjericdo se adapta a condi¢gdes subtropicais ou temperadas, tanto para
guente e umido, onde pode ser cultivado o ano inteiro. Um de seus metabdlitos secundarios
sao os Oleos essenciais, que fazem parte da defesa dessas plantas aromaticas (CORAZZA,
2002; LAMEIRA, PINTO, 2008; SANTOS, 2017).

O ¢6leo essencial € um principio ativo natural advindo de plantas medicinais e
aromaticas, e possui varias atividades importantes para o metabolismo dos vegetais, a
protecao e a conservagao da espécie em que se faz presente. Eles sdo encontrados nas
mais diversas partes da planta como nas folhas, raizes, cascas e flores. E um produto
concentrado, volatil, utilizado na fabricagcdo de perfumes, cosméticos e medicamentos
(GROSSMAN, 2005). E um extrato proveniente dos 6rgdos de planta aromatica que
posteriormente sao destilados com arraste a vapor (BAUDOUX, 2018).

A literatura destaca o 6leo essencial (OE) de manjericao (O. basilicum) como um OE
rico em varios metabdlitos, sendo eles os flavonoides, terpenos e taninos, responsaveis
pelas agbes antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e adstringente (CORAZZA,
2002). Segundo Baudoux (2018) sua composi¢cdo bioquimica € metil-éter-fendis (80% a
85% - metilchavicol), alcoois terpénicos (5% a 10% - linalol) e 6xidos terpénicos (2% a
3% - 1,8-cineol).

Se faz relevante avaliar o comportamento fisico-quimico e a atividade antibacteriana
deste 6leo essencial formulado em gel, uma vez que o 6leo essencial puro nao deve ser
aplicado diretamente na pele.

Assim o objetivo do estudo foi desenvolver e avaliar a pré-estabilidade fisico-quimica
bem como a atividade antibacteriana do gel fitocosmético, contendo 6leo essencial
de manjericao (Ocimum basilicum L.).

2 | MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo descritivo experimental de carater quali-quantitativo. Os

experimentos foram conduzidos nos laboratérios do Centro Universitario Cesmac,
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analisados no periodo de agosto a novembro de 2019.

As matérias-primas para formulagao das amostras foram dois 6leos essenciais (OE)
de manjericao (Ocimum basilicum L.) de dois fabricantes diferentes, nomeados BE e PY
e incorporados em uma base gel anidnica, nas concentragdes de 0,2 % e 0,5 % de cada
OE (Quadro 1), sendo o gel base e os 6leos essenciais “puros” também avaliados durante

O processo.

Concentragdes

INCI name Fungao na formula testadas (%)

Oleo essencial de . o
Manjericio (Ocimum Ocimum basilicum Ativo 02605

basilicum L.) “Puro” L. Essencial Oil

Gel base anidnico

(Carbopol® 940) Carbomer Espessante/gelificante gsp 100

Quadro 1. Descritivo dos ingredientes das formulagdes.

Legenda: g.s.p. = quantidade suficiente para completar a formulagao
Fonte: Autores (2019).

2.1 Procedimentos

2.1.1 Preparo das formulagbes (amostras) a partir do gel base ja pronto

A preparagado foi adaptada de Ferreira (2010), sendo o gel dividido em 2 partes
(uma para controle analitico e outra para incorporagdo dos OE). Incorporou-se o dleo
essencial ao gel. Submeteram-se as amostras aos testes para avaliagdo dos parametros
de qualidade.

2.1.2 Estudo de pré-estabilidade da formulagdo

Para a execugao do teste de pré-estabilidade fisico-quimica e microbioldgica das
amostras utilizou-se o protocolo descrito no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2004).

As amostras foram separadas e armazenadas em frascos plasticos de polietileno
(PE) escuros para realizacao das analises fisico-quimicas nos tempos TO (inicial) 24 horas
depois do preparo da formulacido e T21 dias.

As condigbes de armazenagem foram temperatura ambiente, de 25°C = 2°C,
temperatura elevada em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 45°C = 2°C e

temperatura baixa em geladeira a temperatura de 5°C + 2°C.
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2.2 Testes fisico-quimicos

2.2.1 Caracteristicas organolépticas

A analise de cor foi realizada visualmente sob condigao de luz artificial (branca). O
aspecto da amostra foi analisado a fim de avaliar as caracteristicas macroscépicas. O
odor da amostra foi avaliado diretamente através do olfato (BRASIL, 2008).

2.2.2. Densidade aparente

E a razdo entre massa (g) e volume (mL). Foi calculada através da raz&o entre a
massa da amostra (5 g) em relagdo ao volume ocupado na proveta graduada de 10 mL,
por meio da equacgao dap = m(g)/v(mL) (BRASIL, 2008).

2.2.3 Determinacgéao do pH

A medida de pH foi realizada em triplicata no potencidmetro digital utilizando-se
amostras diluidas a 10% em agua purificada (BRASIL, 2008)

2.2.4 Teste de espalhabilidade

A espalhabilidade, definida como a expansao de uma formulagdo semissélida sobre
uma superficie apos um determinado periodo (BORGHETTI; KNORST, 2006).

A metodologia sugerida por Borghetti e Knorst (2006) é: posicionar uma placa de
vidro plana (suporte) em cima de um papel milimetrado. Pesar 0,5 g da amostra e coloca-
la no centro da placa de vidro. Com outra placa de peso conhecido aproximadamente
50,0 g coloca-la sobre a placa suporte e apdés 1 minuto fazer a leitura em duas posi¢oes
opostas. Calcular o diametro médio. Acrescentar mais duas placas de peso conhecido
50,0 g em intervalos de 1 minuto cada uma e repetir o processo anterior.

O calculo da espalhabilidade foi realizado segundo férmula abaixo para verificar o
comportamento reoldgico da amostra (BORGHETTI; KNORST, 2006).

- 2 =
Ei=d4 mw+4 Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?)
d? = diametro médio
m=13,14

2.2.5 Teste de centrifugacao

Pesou-se 5,0 g de amostra e colocou-se na centrifuga com rotagao de 3000 rpm
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por 30 minutos, observou-se visualmente se houve separacao de fases ou qualquer
modificagdo no aspecto da amostra (BRASIL, 2008; CAMARGO JUNIOR 2006).

2.3 Analises sensoriais in vitro

2.3.1 Deslizamento

Deslizamento é a facilidade com que o produto desliza sobre a placa de silicone.
A amostra foi aplicada sobre uma placa de silicone plana e escura uma quantidade
padronizada (0,05 g). Os movimentos circulares foram contados até o produto n&o deslizar
mais (ISAAC et al., 2008).

2.3.2 Pegajosidade ou Tack

Apegajosidade é aintensidade com que o dedo adere a pele/superficie apds aplicagéo
do produto. Na mesma placa de silicone que se realizou o deslizamento, tocou-se com a
ponta dos dedos (com luvas) com movimentos de tira e pde e avaliou se a amostra estava

pouco pegajosa, pegajosa ou muito pegajosa (ISAAC et al., 2008).

2.4 Avaliacao da atividade antibacteriana

A avaliagao da atividade antibacteriana das amostras foi realizada através do método
de poco frente ao micro-organismo Gram-positivo Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

A metodologia seguiu os padrdes da BrCAST, (2017). Para inoculagao da amostra,
foi utilizado meio de cultura Mueller-Hinton. Foi realizado um caldo bacteriano (0,5 na
escala de MacFarland) do micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 para
realizar a semeadura na placa de Petri. Posteriormente foram feitos pocinhos no meio de
cultura aonde as amostras foram colocadas. As analises foram realizadas em triplicata, e
incubadas em estufa, por 18 horas a temperatura de 35°C + 2°C.

As leituras das placas foram realizadas em fungcdo da medida do halo de inibigao
obtido em milimetros (mm), quando presente, comparando a formagao do halo da amostra
com a do antibidtico padrao (cloranfenicol). O percentual de inibigdo (I %) também foi
calculado para cada amostra analisada através de relagéo direta entre o halo de inibigao

do antibiético padrao e o halo da amostra testada.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 24 horas do preparo, foram avaliadas as caracteristicas organolépticas,
pH, densidade e centrifugacdo das amostras. Apds essas analises, as amostras foram
submetidas aos ensaios de pré-estabilidade, onde os resultados foram comparados ao
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Tempo 0 (Inicial). Sabe-se que é necessario um periodo de 24 horas de espera apds a

preparagao para submissao das amostras aos testes de estabilidade, pois € nesse intervalo

de tempo que acontece a estabilizagdo dos componentes da formulagdo (MORAIS, 2006).

Apos as analises realizadas ao longo dos tempos TO e 21 dias, os dados foram

descritos nos Quadros 2, 3 e 4. Todos os parametros analisados foram comparados aos

resultados obtidos no Tempo 0, sendo este utilizado como referéncia.

- T 21 dias

AMOSTRA ~  _— ALISES T0 (inicial)

— — ANALISE 5°C 25°C 45 °C
ASPECTO Homogéneo SIA SIA SIA

COR Incolor Incolor Incolor Incolor

ODOR Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro
CENTRIFUGACAOQO N/S N/S N/S N/S
DENSIDADE (g/mL) 1,23 1,22 1,23 1,22

pH 4,50+0,060 4,51+0,067 4 55+0,054 4,60+0,040
ESPALHABILIDADE 7,3061 7.4425 7.2543 7.,8654
PEGAJOSIDADE OU TACK Pegajoso Pegajoso Pegajoso Pegajoso
DESLISAMENTO 51 voltas 50 voltas 49 voltas 48 voltas

Quadro 2 — Resultados das analises fisico-quimicas do gel base.
Legenda: Sem alteragéo (S/A); Nao Separou (N/S).
Fonte: Autores (2019).
- 0,2% 0,2% 0,5% 0,5 %
AMOSTRA o T 21 dias T 21 dias
_— , TO TO
o ANALISES 5°C 25°C 45°C 5°C 25°C 45°C
ASPECTO Homogéneo SIA S/IA SIA Homogéneo SIA S/A SIA
COR E/B SIA S/IA S/A E/B SIA S/A S/A
ODOR C/o [o]e)] c/o C/O Cio C/o C/O [of]e]
CENTRIFUGAGAO N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S N/S
DENSIDADE (g/mL) 1,23 1,19 1,23 1,19 1,20 1,23 1,22 1,23
pH 4.30+0,050 | 4,270,078 | 4,240,047 | 4, 36+0,073 | 4,300,010 | 4,29+0,064 | 4 40+0,087 | 4,50+0,054
ESPALHABILIDADE 10,1032 10,4323 10,4323 10,5451 10,2432 10,5644 10,3421 10,7654
PEGAJOSIDADE OU TACK Pouco SIA S/IA S/A Pouco SIA S/A S/A
pegajoso pegajoso
DESLISAMENTO 45 voltas 46 voltas 42 voltas 46 voltas 51 voltas 53 voltas 55 voltas 51 voltas

Quadro 3 — Resultados das analises fisico-quimicas do gel contendo 6leo essencial de manjericédo a

0,2 % e 0,5 %, da marca BE.

Legenda: Caracteristico do 6leo (C/O); Nao Separou (N/S); Esbranquigcado (E/B); Sem Alteragao (S/A).
Fonte: Autores (2019).
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o 0,2% 0,2 % 0,5% 0,5 %

AMOSTRA o T 21 dias T 21 dias
— ] TO TO
_— ANALISES 5°C 25°C 45°C 5°C 25°C 45°C
ASPECTO Homogéneo SIA SIA S/A Homogéneo SIA SIA SIA
COR E/B SIA SIA SIA E/B S/IA SIA SIA
ODOR C/O C/O C/O C/O C/O C/O C/O C/O
CENTRIFUGACAO N/S N/IS N/S N/S N/S N/S N/S N/S
DENSIDADE (g/mL) 1,23 1,23 1,22 1,23 1,19 1,23 1,26 1,23
pH 4,370,043 | 4,31+0,032 | 4,40+0,012 | 4,38+0,015 | 4,55+0,023 | 4,62+0,020 | 4,55+0,019 | 4,49+0,00
ESPALHABILIDADE 10,3421 10,4840 10,3967 10,3023 10,2642 10,2134 10,4322 10,2464
PEGAJOSIDADE OU TACK Pouco SIA SIA SIA Pegajoso SIA S/IA SIA
pegajoso

DESLISAMENTO 45 voltas 47 voltas 44 voltas 45 voltas 58 voltas 65 voltas 63 voltas 65 voltas

Quadro 4 — Resultados das analises fisico-quimicas do gel contendo 6leo essencial de manjericédo a
0,2 % e 0,5 % da marca PY.

Legenda: Caracteristico do Oleo (C/O); Ndo Separou (N/S); Esbranquigado (E/B); Sem Alteragéo (S/A).
Fonte: Autores (2019).

Completados os 21 dias foramrealizadas as analises de pré-estabilidade das amostras
do gel base e do gel contendo 6leo essencial de manjericdo. Para Casale e Valentini
(2017) o desenvolvimento de uma forma farmacéutica deve ter como um dos critérios de
avaliagao parametros fisicos, como caracteristicas organolépticas por exemplo.

Nos resultados obtidos, referentes aos ensaios organolépticos (cor, odor e aspecto)
as amostras do gel base mantiveram suas caracteristicas preservadas. Ja os resultados
obtidos do gel contendo 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.), quanto as
caracteristicas organolépticas da formulagéo, houve alteragao na cor (variou de incolor a
esbranqui¢ado) devido a incorporagao do 6leo essencial ao gel, de ambos os fabricantes
(BE e PY).

Comparando as analises macroscopicas do TO e T21 todas as amostras submetidas
a centrifugacdo apresentaram aspecto sem alteragdo. A centrifugagdo foi realizada
como analise preliminar, a fim de determinar qualquer sinal de instabilidade indicativa de
necessidade de reformulacao (BRASIL, 2004).

Os resultados dos valores de pH das amostras se mantiveram com pequenas
variagbes, com valores entre 4,27 e 4,62 o que demonstrou que as formulagbes se
apresentaram estaveis.

O pH de uma formulagao deve garantir a estabilidade dos ingredientes, sua eficaciae
segurancga (BRASIL, 2004), bem como ser compativel com os fluidos bioldgicos de acordo
com a via de administragao pretendida. A maior estabilidade dos sistemas da-se quando
estes sdo mantidos dentro de uma pequena variagao de pH demostrando instabilidade
quando ele se afasta de seu limite (GENNARO, 2000).

Quanto ao teste de espalhabilidade e as avaligbes dos comportamentos sensoriais in
vitro, da base gel e das amostras de gel como os 6leos essenciais, todas se apresentaram
satisfatorias, ou seja, sem alteragcdes em comparagao ao TO (inicial).

A seguir sdo apresentados na Tabela 1 e Tabela 2 os resultados da analise de
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atividade antibacteriana frente ao micro-organismo Staphylococcus aureus.

AMOSTRAS Halo (mm)
Controle (+) Antibidtico (Cloranfenicol) 29331777
Controle (-) Gel base 6,66 + 0,888
Oleo essencial PY “puro” 18,66 + 3,777
Oleo essencial BE “puro” 35,66 + 4,222

Gel + Oleo essencial PY (0,2 %) 7,66 £ 0,444
Gel + Oleo essencial PY (0,5 %) 9,00 + 0,666
Gel + Oleo essencial BE (0,2 %) 7,66+ 1,111
Gel + Oleo essencial BE (0,5 %) 9,33+ 0,888

Tabela 1 — Resultados da média e desvio padrédo, dos halos de inibicdo das amostras em milimetros, frente ao micro-
organismo Staphylococcus aureus.

Fonte: Autores (2019).

Os oleos essenciais puros de Ocimum basilicum BE e PY foram analisados para
avaliar suas atividades antimicrobianas frente ao Staphylococcus aureus. Os isolados do
micro-organismo foram mais sensiveis ao 6leo essencial puro BE, do que ao do PY, onde
o halo de inibicdo foi de 35,66 frente a 29,33 mm do controle positivo.

Segundo Almeida (2013) o 6leo essencial de O. basilicum, apresenta atividade
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillo cereus,
Bacillo subtilis dentre outras bactérias e dessa forma, em concordéncia com os resultados
obtidos. Destaca-se nessa analise que o gel base e todas as outras amostras apresentaram
halos frente ao micro-organismo Staphylococcus aureus. Ja os maiores halos frente ao
Staphylococcus aureus foi da amostra de gel contendo 6leo essencial BE (0,5 %).

Almeida (2013) informa que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
manjericdo tem sido relatada como sendo, predominantemente, associada aos seus

constituintes majoritarios, metil chavicol e o linalol.
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AMOSTRAS PERCENTUAL DE INIBIGAO
Controle (+) Antibigtico (Cloranfenicol) 100,00 %
Controle (-} Gel base 22,70 %
Oleo essencial PY ‘puro” 63,62 %
Oleo essencial BE “puro” 121,58 %
Gel + Oleo essencial PY (0,2 %) 26,11 %
Gel + Oleo essencial PY (0,5 %) 30,68 %
Gel + Oleo essencial BE (0,2 %) 26.11 %
Gel + Oleo essencial BE (0,5 %) 31.81%

Tabela 2 - Resultado em percentual de inibi¢cdo (%), das amostras frente aos micro-organismos
Staphylococcus aureus.

Fonte: Autores (2019).

Os resultados demonstraram que a amostra do 6leo essencial BE “puro” teve um
percentual de acdo inibitéria para a bactéria Staphylococcus aureus acima do controle
positivo (121,58 %), diferentemente do 6leo essencial PY “puro” que apresentou 63,62 %.

Isso demonstra que a forma de cultivo do material vegetal, fatores extrinsecos como:
local, altitude, época do ano, horario de colheita, nutrientes do solo e métodos de extragao
podem influenciar diretamente no quantitativo de metabdlitos secundarios (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Os métodos de extragdo comumente utilizados sdo prensagem, enfloragdo e
principalmente destilagao por arraste a vapor e esses variam de acordo com a parte da
planta que contenha a maior concentragao dos 6leos essenciais (SILVA, 2011).

Baudoux (2018) cita trés categorias dos Oleos essenciais: padrdo de qualidade
industrial (aonde a espécie botanica podem nao ser corretamente identificada, sao
cultivadas industrialmente, colhidas fora da melhor época e com destilagbes incompletas
que podem atingir altas temperaturas e pressao — aplicabilidade ideal é para industria
cosmética e perfumaria); padrao 100% puros e 100% naturais (t¢m qualidade mediana, pois
também podem provir de espécie boténica nao identificada corretamente e a colheita pode
ser realizada desrespeitando a melhor época — ndo aconselhado para uso terapéutico);
e por fim os OE auténticos e quimiotipados, sdo mais ativos no plano terapéutico, pois
respondem a varios quesitos desejaveis no conjunto plantio, colheita e extragdo. Sdo os
unicos OE que deveriam ser utilizados para fins terapéuticos

A diferenca da atividade antimicrobiana apresentada pelos dois 6leos testados deve
ter relacéo aos tipos citados. O ponto em questdo € que o consumidor final desconhece
essas diferencas, pois também nao sao explicitas no rétulo e pode apelar por questao de
valores que diferem bastante.

A amostra do gel contendo éleo essencial BE a 0,2 e 0,5 % apresentaram percentuais
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de inibigao préximos ao do gel contendo dleo essencial PY quando formulado nas mesmas
concentragoes, diferentemente quando comparado a acao antibacteriana entre os 6leos

essenciais puros (Grafico 1).

W Controle (+) Antibidtico (Cloranfenicol)

®m Controle (-) Gel base

121,58

100

63,62
22,7 26,11 30,68 2611 3181

PERCENTUAL DAS AMOSTRAS

Grafico 1 - Resultado em porcentagem de inibigao (%) das amostras frente ao micro-organismo
Staphylococcus aureus.

Fonte: Autores (2019).

41 CONCLUSAO

Concluiu-se através das analises de pré-estabilidade que tanto as amostras do gel
base quanto os géis contendo OE 0,2 e 0,5 % de ambas as marcas, mantiveram suas
caracteristicas estaveis durante os 21 dias de analise em todas as condi¢des do estudo.

Nos testes de atividade antibacteriana a amostra de 6leo essencial BE “puro”
demonstrou uma inibicdo bacteriana duas vezes maior frente ao micro-organismo
Staphylococcus aureus do que o a amostra PY “puro”, podendo sugerir diferenca na
identificacédo, proveniéncia e coleta do material vegetal utilizado na produgédo do OE
dentre outros fatores.

Todas as amostras apresentaram formacgédo de halos frente ao micro-organismo
testado demonstrando acao antibacteriana para ele, mas a amostra de melhor eficiénci

foi o gel contendo 6leo essencial BE a 0,5 %.
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RESUMO: A andlise sensorial tem sido bastante
utilizada como um instrumento de medida
cientifica para avaliar a qualidade de produtos.
O presente estudo teve por objetivo realizar
a andlise sensorial em dermocosméticos
para acne formulados com 6leo de melaleuca
e cravo-da-india a fim de determinar, por
meio de método afetivo, a preferéncia dos
relacdo aos

consumidores em produtos

testados. A analise sensorial foi realizada com
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30 julgadores nao treinados em uma sessao,
usando escala hedonica estruturada de nove
pontos, que demonstra a ordem crescente de
gosto e escala de intengdo de compra de cinco
pontos. Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente por meio do calculo de indice
de aceitabilidade e por frequéncia dos escores
obtidos. Com este estudo foi possivel obter
importantes informagdes das caracteristicas
de dermocosméticos para acne formulados
com oleo de melaleuca e cravo-da-india e que
podem ser usadas durante as diferentes etapas
de desenvolvimento, processo e manutengao,
comercializagdo e marketing.
PALAVRAS-CHAVE: Andlise sensorial. Oleos
essenciais. Cosméticos.

SENSORY ANALYSIS OF
DERMOCOSMETICS FOR ACNE WITH
ESSENTIAL OILS OF MELALEUCA AND

CLOVE

ABSTRACT: Sensory analysis has been widely
used as a scientific measurement instrument to
assess product quality. The present study aimed
to perform sensory analysis of dermocosmetics
for acne. Dermocosmetics were formulated with
tea tree and clove oil in order to determine,
by means of an affective method, consumers’
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preference in relation to the tested products. Sensory analysis was carried out with 30
untrained judges in one session, using a structured hedonic scale of nine points, which shows
the increasing order of taste and the five-point purchase intention scale. The results obtained
were treated statistically by calculating the acceptability index and the frequency of the scores
obtained. With this study it was possible to obtain important information on the characteristics
of dermocosmetics for acne formulated with tea tree and clove oil and that can be used
during the different stages of development, process and maintenance, commercialization and
marketing.

KEYWORDS: Sensory analysis. Essencial oils. Cosmetics.

11 INTRODUCAO

O campo vivencial do ser humano € emocional, os cinco sentidos representam a chave
das sensacodes, do sentir. O bem-estar € alicergcado na vivencia emocional e estimular os
sentidos é o meio eficaz de se edificar o campo das sensacdes e das emogdes, ambiente
este multidimensional e de possibilidades infinitas. Os estimulos sensoriais agem sobre
o sistema cerebral, propiciando a producdo de endorfinas e, consequentemente, o bem-
estar (MORAES, 2007).

A analise sensorial € normalmente realizada levando-se em consideragao as fases
nos quais o usuario tem contato com o produto. Prevalecem os estimulos associados a
apenas trés dos cinco sentidos: visado, tato e olfato. A comunicacdo em marketing leva
em conta os estimulos aos sentidos tendo como referéncia técnica a criatividade e a
capacidade de inovagao em formulagdes, embalagens e formatos (MORAES, 2007).

Para os novos produtos, a analise sensorial tem sido utilizada como instrumento
de medida cientifica na avaliagcdo da qualidade tanto de utilizacdo farmacéutica como
também na area cosmética e alimenticia. E fonte de informac&o Unica e a mais proxima
possivel do ser humano, porque avalia a aceitagcdo e preferéncia dos produtos, quanto
aos atributos como a aparéncia, viscosidade, fragrancia, espalhabilidade, residuo graxo,
secagem rapida, podendo ser muito util na elucidagdo de problemas relacionados a
aceitagao do produto pelo consumidor (ISAAC et al, 2012).

Através das reacoes fisioldgicas resultantes de certos estimulos os individuos séo
capazes de interpretar as propriedades intrinsecas aos produtos. Isso ocorre devido as
sensacdes originadas das reacdes fisiologicas que foram transmitidas em fungao de
resposta ao estimulo gerado. O estimulo é medido por processos fisicos e quimicos e as
sensacgdes por efeitos psicoldgicos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Para realizar a analise sensorial de um produto, existem varios métodos, cada
um com objetivos especificos, que devem ser selecionados conforme o tipo da analise.
Os métodos estdo divididos em trés grandes grupos: métodos afetivos consistem na
manifestacao subjetiva do juiz sobre o produto testado, demonstrando se tal produto
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agrada ou desagrada; métodos de diferenga ou discriminativos sao realizados através de
testes que irdo indicar a existéncia ou nao diferenca entre amostras realizadas; métodos
analiticos ou descritivos sdo assim denominados por descreverem e quantificarem as
informacgdes a respeito das caracteristicas que esta sendo avaliada (TEXEIRA, 2009).

Através dos testes afetivos é possivel expressar o estado emocional ou reagao afetiva
do julgador ao escolher um produto pelo outro. E a forma usual de se medir a opinido de
um grande numero de consumidores com a respeito as preferéncias, gostos e opinides.
As escalas mais empregadas sao: de intensidade, a heddnica, do ideal e de atitude ou de
intencdo. Os julgadores ndo precisam ser treinados, somente ser consumidor frequente
do produto a ser avaliado. Os testes afetivos podem ser aplicados em laboratérios,
localizagao central e uso doméstico. Sao classificados em duas categorias: de preferéncia
(escolha) e de aceitagao (categoria) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Os testes discriminativos medem atributos especificos pela discriminagao simples,
indicando por comparagéao, possiveis diferengas ou nao das amostras e também na
formacgao da equipe. Os testes discriminativos mais empregados s&o o triangular, duo-trio,
ordenacgdo, comparacgao pareada e comparagao multipla (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).

Métodos analiticos ou descritivos sdo bastante utilizados em analise sensorial. Sdo
testes que descrevem os componentes ou parametros sensoriais € medem a intensidade
com que sao percebidos. Nesse tipo de analise descritiva o provador também pode avaliar
através de uma escala e o grau de intensidade com que cada atributo esta presente. Os
julgadores devem ser treinados para usar a escala de forma consistente em relacéo a
equipe e as amostras, durante avaliagdo. Exige-se cuidado ao montar a equipe sensorial
e durante a padronizacdo do preparo e apresentacdo das amostras que devem ser
codificadas com numero de trés digitos aleatérios. As técnicas descritivas mais utilizadas
sao o do perfil de sabor, perfil de textura, analise quantitativa e o de tempo-intensidade. Os
parametros ou componentes sensoriais utilizados em analise descritiva sdo: aparéncia,;
odor e aroma; textura manual; textura ora; sensacdes tateis e superficiais; sabor e gosto
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

No universo farmacéutico e na industria cosmética, a analise sensorial tem sido muito
importante para o desenvolvimento de novos produtos, reformulagao dos ja existentes,
estudo de vida de prateleira (shelf life), determinagdo das diferengas e similaridades
apresentadas entre concorrentes, identificagao das preferéncias dos consumidores e para
a otimizacédo e melhoria da qualidade do produto (ISAAC et al., 2012). Os componentes
escolhidos para uma formulagcdo podem modificar os atributos sensoriais e também
influenciar na espalhabilidade, cor, odor, sensacéo tatil e demais critérios, assim, a analise
sensorial mesmo sendo considerada subjetiva, € de suma importancia para obtencao de
um produto pelo consumidor (ISAAC et al., 2012). A analise sensorial se tornou uma

ferramenta cada vez mais utilizada ndo apenas no sentido de se obter produtos eficazes
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mas também que sejam bem aceitos pelos consumidores potenciais.

O objetivo do presente trabalho consistiu em avaliar a aceitabilidade sensorial
de dermocosmeéticos formulados com Oleos essenciais de melaleuca e cravo-da-india;
analisar por meio de método afetivo a preferéncia frente as formulacdes desenvolvidas;
comparar o desempenho dos produtos na pele por meio de parametros como sensagao

ao uso, espalhabilidade e equilibrio.

2| METODOLOGIA

2.1 Formulacgoes estudadas

As matérias-primas foram selecionadas e denominadas de acordo com International
Nomenclature Cosmetics Ingredients (INCI). Foram preparadas duas féormulas para
comparacgao do efeito causado pela variagao dos emolientes, conservantes, modificadore
do sensorial e insumos organicos certificados

A amostra F1 foi formulada com Cetearyl Olivate (and) Sorbitan Olivate (Olivem®
1000) — 7,0%; Tribehenin PEG-20 Esters (Emulium®22) — 1,0%; Glycerin (Glicerina) —
5,0%; Dissodium EDTA (EDTA dissddico) — 0,1%; Methylparaben (Metilparabeno) —
0,18%; Propylparaben (Propilparabeno) — 0,05%; DL-a-tocopherol-acetate (Vitamina E) —
1%; Decametilciclopentassiloxano (ciclometicone), Dimethicone Crosspolymer (DC 9040)
— 1,5%; Cyclopentasiloxane (DC 245) — 2,0%; Ammonium Acryloydimethyltaurate/VP
Copolymer (Aristoflex AVC) — 1%; Starch (and) Polymethylsilsesquioxane (Dry-Flo Pure)
— 5,0%; oOleos essenciais de melaleuca 0,5%, cravo-da-india 0,01% e agua quantidade
suficiente para 100%

Na amostra F2 prevaleceram as matérias-primas reconhecidas por organizagdes
certificadoras de produtos organicos (ECOCERT). Foram utilizados o Cetearyl Olivate
(and) Sorbitan Olivate (Olivem® 1000) — 7,0%; Theobroma Grandiflorum Seed Butter
(Manteiga de cupuagu) — 1,0%; Glycerin (Glicerina) — 5,0%; Caprylhydroxamic Acid (and)
Caprylyl Glycol (and) Glycerin (Spectrastat™) — 1,0%; DL-a-tocopherol-acetate (Vitamina
E) — 1%; Xanthan gum (Goma xantana) -0,5%; Tapioca Starch (Tapioca Pure) — 5,0%;
Oleos essenciais de melaleuca 0,5%, cravo-da-india 0,01% e agua quantidade suficient
para 100%.

Os 6leos essenciais de melaleuca (Melaleuca alternifélia) e cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) foram avaliados antecipadamente por cromatografia gasosa em condi¢des

padronizadas. Os 6leos foram obtidos por destilagdo por arraste a vapor das folhas.
2.2 Delineamento experimental da analise sensorial

Aanalise sensorial foi realizada em condigdes padronizadas de umidade, temperatura

e luminosidade, com as formulagdes propostas a partir de adaptagcdes dos protocolos
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descritos no manual de métodos fisico-quimicos para analise de alimentos (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008) e com base na literatura disponivel para area farmacéutica (ISAAC
et al., 2012). A avaliagdo das amostras F1 e F2 foi realizada por uma equipe composta
de 30 julgadores nao treinados (amostra por conveniéncia), sem restrigdo quanto ao tipo
de pele e com faixa etaria entre 18 anos e 40 anos, consumidores potenciais de produtos
dessa natureza. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Séao Francisco sob o CAAE n°. 10195819.0.0000.5514 e Parecer n. 3.263.307.

As analises foram feitas na regido anterior dos antebracos de cada um dos
participantes da pesquisa. O antebraco foi dividido em 2 quadrantes: em cada quadrante
os participantes aplicaram uma das formulagdes (10 rota¢des sentido horario): F1 (amostra
com insumos sintéticos) e F2(amostra com insumos reconhecidos por certificadora de
produtos organicos).

Apods aplicagao dos produtos os participantes da pesquisa forneceram informagdes
sobre suas percepgdes em relacdo aos seguintes atributos: aspecto, sensagao ao
uso, espalhabilidade, sensagdo apds o uso, empregando escala heddnica de 9 pontos
(1-desgostei muitissimo a 9- gostei muitissimo).

Para a intencao de compra foi utilizada uma escala de 5 pontos (1- decididamente
nao compraria a 5- certamente compraria). Os dados foram tabulados e avaliados
estatisticamente através da analise de variancia considerando um nivel de significanci
de 5% (p<0,05) utilizando programa INSTAT (2000).

Os resultados foram analisados através do indice de Aceitabilidade (IA) e por
distribuicao de frequéncia de notas de aceitagao. Para realizar o calculo de IA foi adotada
a expressao matematica segundo Dutcosky (2011) e Minim (2010), sendo 1A (%) = (A X
100) / B, Onde: IA - indice de aceitabilidade do produto avaliado; A — nota média da escala
hedbnica; B — nota maxima possivel para ao produto. Valores de IA superiores que 70%

sdo considerados satisfatorios.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sociedade atual vem exigindo a adogao de tecnologias de produgdo econémicas,
ecoldgicas e seguras, que por sua vez, requerem um enorme esfor¢go por parte dos
investigadores na pesquisa de compostos distintos, naturais e competitivos (BORGES et
al., 2013). O emprego de insumos de origem natural tem sido alvo de grande interesse no
desenvolvimento de produtos e apresentam vantagens frente a alguns insumos sintéticos
no que diz respeito ao impacto ambiental e toxicidade.

Dentre os insumos de origem natural estdo os O6leos essenciais, compostos
volateis concentrados formados por substancias vitais, extraidos de plantas aromaticas

e medicinais por meio de processos especificos. Sdo utilizados em grande numero de
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acoes terapéuticas (BRASIL, 2018). O uso de 6leos essenciais como recurso natural
para tratar os processos acneicos se faz eficaz, devido suas atividades antimicrobianas
comprovadas contra Cutibacterium acnes, antes chamado de Propionibacterium acnes,
que é uma bactéria anaerdobia Gram-positiva presente na pele da maioria das pessoas
saudaveis, que em contato com os poros epiteliais promove a inflamacgao dos foliculos
pilosos contribuindo para o surgimento da acne (BHATIA et al.,2004; RIBEIRO, 2010;
LYRA, 2019)

A ECOCERT (BRASIL, 2005), organismo de inspecao e certificacdo a servico do
homem e do meio ambiente no Brasil, define como organico o produto que tenha (incluindo
a agua) no minimo de 95% de ingredientes vegetais certificados como orgénicos sobre o
total de ingredientes vegetais e para produtos com 70% a 95% de ingredientes organicos
serdo classificados em seus rotulos como “Produto Com Ingredientes Organicos”. A
amostra F2 atende aos requisitos exigidos pela ECOCERT.

E bem conhecido o fato de que o uso de insumos de diferentes origens pode
alterar a qualidade sensorial do produto final. Pela analise sensorial € possivel verifica
se existe diferenca significativa entre duas amostras tratadas diferentemente, quando
alguma matéria-prima é substituida na formulacao, ou ainda quando ocorrem mudancas
no processamento, embalagem ou estocagem (ISAAC et al., 2012).

Neste estudo a analise sensorial foi realizada para determinar, de acordo com a
percepgao dos julgadores, as caracteristicas de aceitabilidade das diferentes composigdes
de dermocosméticos emulsionados contendo 6leos essenciais de melaleuca e cravo-da-
india, e se estas afetam na sensacao causada pelo produto durante o uso.

Participaram do estudo 30 julgadores n&o treinados sendo 96,6% do género feminino
e 3,4% do género masculino, faixa etaria compreendida entre 18 a 40 anos. A Tabela
1 mostra a pontuagdo média e desvios-padrao relacionados com os atributos: aspecto,
cor, odor. Conforme os resultados obtidos, foi possivel observar que as amostras nao
apresentaram diferengas significativas, entretanto, o atributo odor correspondeu a menor
pontuacdo, muito provavelmente decorrente das caracteristicas odoriferas intensas
dos oOleos esséncia estudados. O 6leo essencial de melaleuca apresenta aroma tipico
canforado, nota alta, dificil de ser dissimulado. O 6leo essencial de cravo-da-india
apresenta aroma tipico apimentado doce, nota média. A Tabela 1 também mostra os IA

foram superiores a 70% para os atributos aspecto e cor.
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Aspectb Cor - Odor
Amostras

Média * DP Média * DP Média * DP
1A (%) 1A (%) 1A (%)

F1 7.17+1,76 7.57+1,14 5,83+1,97
79,7 84,1 64,7

F2 6,87+1,57 7,501,14 6,731,901
76,3 83,3 74,4

Tabela 1 — Valores médios e desvios-padrao das notas de intensidade para os atributos avaliados.

N&o houve diferenca significativa entre as férmulas (p< 0,05) pelo teste t-Student, DP: Desvio-padréo.
IA: indice de Aceitabilidade (ideal > 70%).

Fonte: Dados da Pesquisa

Dentre os atributos cosméticos avaliados para as amostras F1 e F2, ndo houve
diferencga significativa em relagdo ao toque, espalhabilidade e sensagao ap6s o uso (Tabela

2). Nota-se que a amostra F2 apresentou menores pontuagdes no item espalhabilidade.

Sensacao ao uso ' Espalhabilidade ' Sensacdo apos uso
Média £ DP Média £ DP Média £ DP
1A (%) 1A (%) 1A (%)
F1 6,70+1,70 7,10+1,90 7,10+1,48
74,4 80,7 78,6
F2 7,10+1,65 6,20+2,10 6,93+1,91
78.8 69,7 77,0

Tabela 2 — Valores médios e desvios-padrao das notas de intensidade para os atributos avaliados.

Nao houve diferenca significativa entre as férmulas (p< 0,05) pelo teste t-Student, DP: Desvio-padréo.
IA: Indice de Aceitabilidade (ideal > 70%).

Fonte: Dados da Pesquisa

Os resultados encontrados na Tabela 2 podem ser atribuidos pela substituicado dos
insumos sintéticos por matérias-primas naturais. Foi possivel observar a resisténcia dos
julgadores em adequar a um produto onde prevalega ingredientes de origem vegetal, em
substituicao aos sintéticos, este resultado nao infere na eliminagédo da proposta, mas sim,
numa notificagdo que pode levar ao estudo de uma nova formulagdo. Mesmo assim, a

Figura 1 demostra que a intengdo de compra para a amostra F2 apresentou bom potencial
mercadoldgico para a versao estudada.
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Frequencia absoluta inteng&o de compra

Certamente  Provavelmente Tenho dividas Provavelmente Decididamente
compraria compraria se compraria  n&o compraria  n&o compraria

Figura 3 — Frequéncia absoluta da intengao de compra das amostras FO1 e F02. (Fonte: Dados da
Pesquisa).

Apesar de nao terem sido localizados estudos de analise sensorial realizados com
formulacdes similares, estes achados puderam demonstrar o desafio em obter produtos
diferenciados que sejam bem aceitos sob o ponto de vista sensorial.

41 CONCLUSAO

Mediante as condi¢cbes experimentais adotadas neste estudo foi possivel concluir
que as formulagbes F1 e F2 se apresentaram agradaveis e adequadas sob aspecto
sensorial e obtiveram aceitabilidade consideravel, indicando bom potencial mercadolégico.
Estes resultados poderdo ser utilizados como orientagcdo no desenvolvimento de
dermocosméticos para acne contribuindo com a selegao de diferentes ingredientes que
possam agregar diversas caracteristicas sensoriais aos produtos. A abordagem adotada
também permitiu a construgcéo de uma base cientifica no desenvolvimento de preparacdes

e selecdo dos componentes no decorrer de seu processo produtivo.
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RESUMO: A analise sensorial de um produto se
baseia na interpretacdo das reacbdes emitidas
pelos consumidores, que julgam a partir de
seus cinco sentidos: visao, olfato, tato, audigao
e paladar, e com base nesses dados, identificar
quais quesitos sdo importantes para o publico
e elaborar uma formulagcdo que se adeque a
essas exigéncias. O presente estudo utilizou
pirulito e geleia de biotina, formulacdes versateis
e que faciltam a adesdo ao tratamento de
pacientes que fazem reposi¢cao dessa vitamina
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PIRULITO DE BIOTINA

diariamente, seja por nao té-la em quantidades
satisfatérias no organismo (por consumo
insuficiente ou deficiénc a na enzima biotinidase
— essencial para o metabolismo da biotina)
ou para fins estéticos. A avaliagao sensorial
foi feita com 50 julgadores nao treinados e
revelou resultados satisfatérios, com 56% de
aceitagao do pirulito e 64% da geleia, além de
apresentar 74% e 66% de intencdes de compra,
respectivamente. Os produtos tiveram uma
aceitagao e intencao de consumo significativas,
demonstrando a viabilidade na comercializagao
de tais formas farmacéuticas, além de ter a
qualidade e possibilidade de sua implantagao
verificadas

PALAVRAS-CHAVE:
Formas farmacéuticas. Geleia. Pirulito.

Biotina. Biotinidase.

SENSORY AND VIABILITY ANALYSIS OF
BIOTIN LOLLIPOP AND JELLY

ABSTRACT: The sensorial analysis of product
are based on the interpretation of the reaction
emitted by consumers, that judge from their
five senses: vision, touch, smell, hearing and
taste, and based on these facts, identify which
items are importants for the public and criate
a formulation that fit these requirements. The
present study used biotin lollipop and jelly,
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versatile formulations that make easier the adherence to treatment of pacients who do the
daily replacement of this vitamin, either by not having it in sufficient quantities in the body (for
insufficient consumption or for having a deficiency of biotinidase — essencial for the biotin
metabolism) or for aesthetic motivations. Sensory evaluation was performed with 50 untrained
judges and showed satisfactory results, with 56% acceptance of lollipop and 64% of jelly, in
addition to presenting 74% and 66% of purchase intentions, respectively. The products had
a significant acceptance and intention of consumption, demonstrating the feasibility in the
commercialization of such pharmaceutical forms, besides having the quality and possibility of
their implementation verified

KEYWORDS: Biotin. Biotinidase. Pharmaceutical forms. Jelly. Lollipop.

11 INTRODUCAO

A caracterizagdo das propriedades sensoérias de produtos alimenticios tem como
objetivo identificar a aceitagdo do publico alvo, apenas sendo possivel a obtengédo desses
resultados a partir de um estudo com métodos validados e eficacia comprovada. Por
definicdo, a analise sensorial se baseia na interpretacao das reagdes expressadas pelos
voluntarios que analisam o produto através dos cincos sentidos: visao, tato, olfato, audicao
e sabor (Hui, 2005).

A analise sensorial de um produto permite estabelecer quais caracteristicas sao
importantes para o consumidor, e avalia se 0 mesmo atende a essas expectativas. Esse é
um estudo subjetivo, que depende dos gostos pessoais do consumidor, que foram moldados
anteriormente pelas experiéncias passadas, preferéncias pessoais e expectativas, entre
outros parametros (Munoz, 1992).

A biotina € uma vitamina que esta envolvida em diversas reagbes do nosso
organismo, além de apresentar beneficios estéticos, melhorando a aparéncia da pele,
cabelos e unhas (GONCALVES, 2010, apud FRANCO, 2004). No entanto pode haver uma
deficiéncia no metabolismo da biotina, que se da por fatores diversos, desde alimentagao
pobre em nutrientes e uso de alguns medicamentos a deficiéncia de biotinidase (enzima
responsavel pelo metabolismo da biotina). Alguns desses fatores, especialmente a
deficiéncia de biotinidase que é um defeito inerente e irreversivel do organismo, se faz
necessaria a reposigao dessa vitamina por via oral (ZEMPLENI et al., 2008).

O presente estudo se baseou em duas formas farmacéuticas pouco comuns na rotina
das farmacias magistrais: pirulito e geleia. Essas duas férmulas foram desenvolvidas
pensando em estimular a adesao ao tratamento dos pacientes que fariam uso da biotina
diariamente, uma vez que sao de facil degluticdo (importante para criangas e pacientes
idosos), com sabor agradavel e praticas para o consumo.

A partir dos resultados obtidos de uma analise sensorial, € possivel identificar quais
caracteristicas do produto em questdo sdo importantes para a maioria dos consumidores
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e, baseando-se nisso, elaborar uma férmula que atenda essas necessidades. Aplicando
esses conceitos, foi elaborado um método para a analise sensorial do pirulito e geleia de
biotina.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacao sensorial das amostras de geleia e pirulito

O questionario foi elaborado de acordo com os métodos fisico-quimicos para analise
de alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008, p.285-318) aceito pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade de Marilia- UNIMAR sob o niumero do parecer 2.354.554.

Foi empregado teste de carater discriminativo e afetivo com o objetivo de avaliar a
aceitacdo dos produtos e realizar a comparacgao entre eles. Para a avaliagao sensorial,
foi utilizado apenas a base das formulas sem adigdao do farmaco, considerando que a
dosagem usada é infima e ndo acarretara alteragdes no sabor e aparéncia das mesmas,
quando adicionado.

Cinquenta (50) participantes julgadores nao treinados, sendo 44 deles alunos do ultimo
ano do curso de Nutrigdo da UNIMAR e 6 alunos do ultimo ano do curso de Farmacia da
UNIMAR participaram da avaliagao sensorial. Foram escolhidos tais discentes, pois esses
profissionais serao prescritores de suplementos e os farmacéuticos desenvolvedores das
mesmas.
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ANALISE SENSORIAL

Nome: Curso: Data:

1. Vocé esta recebendo duas amostras: uma de pirulito e outra de geleia. Avalie-
as globalmente (quanto aos atributos: COR, TEXTURA, SABOR, APARENCIA E
ACEITACAO GLOBAL) segundo a escala heddnica abaixo.

(9) Gostei extremamente
(8) Gostei moderadamente
(7) Gostei regularmente
(6) Gostei ligeiramente
(5) Nao gostei, nem desgostei
(4) Desgostei ligeiramente
(3) Desgostei regularmente
(2) Desgostei moderadamente
(1) Desgostei extremamente

Geleia () Pirulito ()

2. \Vocé esta recebendo duas amostras: uma de pirulito e outra de geleia. Avalie as duas
segundo a sua intengado de consumo, de acordo com a escala hedbnica abaixo.

(5) Certamente compraria
(4) Provavelmente compraria
(3) Talvez compraria, talvez ndo compraria
(2) Provavelmente ndo compraria
(1) Certamente ndo compraria

Geleia () Pirulito ()
3. Vocé esta recebendo duas amostras: uma de pirulito e outra de geleia. Avalie-as de

acordo com a sua preferéncia, identificando a amostra preferida com um circulo
Geleia Pirulito

Quadro 1. Questionario para avaliagao sensorial das amostras de geleia e pirulito.

3 | ANALISE ESTATISTICA

A avaliacao sensorial foi executada por meio de questionarios de aceitacao e intengao
de compra em escala hedénica (9 e 5 pontos respectivamente) e um de identificacdo da
amostra preferida pelo avaliador alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008, p.285-
318).

As anadlises estatisticas foram realizadas no programa Excel. Optou-se pela
representacao grafica, pois oferece uma visao imediata dos dados, de forma simples e
clara.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de analise estatistica das respostas obtidas, observamos, em questédo de
aceitagcdo das amostras, que a geleia foi bem aceita entre os alunos, sendo avaliada
por 36% deles com a nota 9 (“gostei extremamente”) e por 28% com a nota 8 (“gostei
moderadamente”). Por conseguinte, as notas mais citadas foram a 7 (“gostei regularmente”)
e a 5 (“ndo gostei nem desgostei’), angariando 10% cada uma. Os pontos menos
mencionados foram o 3 (“desgostei regularmente”) e o 2 (“desgostei moderadamente”),
recebendo nenhum voto. O pirulito foi bem recebido, sendo as suas duas maiores notas a 9
(“gostei extremamente”) e a 8 (“gostei moderadamente”) com 16% e 40% respectivamente.
O terceiro ponto mais votado foi o 7 (“gostei regularmente”) com 22%, confirmando a sua
aprovacao. O 5 foi o ponto menos citado, com apenas 2%.

Pirulito

2

= Desgostei
extremamente

Desgostei
moderadamente

= Desgostei reqularmente

= Desgostei ligeiramente

MNao gostei nem
desgostei

Gostei ligeiramente

Geleia

= Desgostei
extremamente

Desgostei
moderadamente

= Desgostei regularmente
= Desgostel ligeiramente
Mao gostei nem

desgostei
Gostei ligeiramente

Grafico 1 e 2 — Aceitagcdo das Formulagoes.

O grafico de intencdo de consumo nos mostra que a geleia teve a nota 5

(“certamente compraria”) como mais votada, com 38%. A segunda nota mais avaliada foi
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a 4 (“provavelmente compraria”) com 28%. Os pontos 1 (“certamente ndo compraria”) e 2
(“provavelmente ndo compraria”) foram os menos citados, com 6% e 4% respectivamente.
O pirulito apresenta como o ponto mais votado o 4 (“provavelmente compraria®) com
40% seguido do 5 (“certamente compraria”) com 34%. A nota menos votada foi a
2 (“provavelmente ndo compraria”) e a 1 (“‘certamente ndo compraria”) com 8% e 6%
respectivamente.

Geleia

= Certamente ndo compraria
Provavelmente nao
compraria
Talver compraria, talvez ndo
compraria

= Provavelmente cormpraria

Certamente compraria

= Certamente ndo compraria

Provavelmente nao

compraria
Talvez compraria, talvez nao
compraria

® Provavelmente compraria

Certamente compraria

Grafico 3 e 4- Intencdo de Consum

Por fim, para a determinagcédo da amostra preferida, os alunos circularam aquela que,
em uma avaliagao global de seus atributos, demonstrou ser a favorita. A geleia recebeu
52% dos votos contra 48% do pirulito, evidenciando coeréncia com os questionarios

anteriores, que contam com respostas bem divididas entres as duas amostras.
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Grafico 5 — Qual a preferéncia entre as formulagées (%

51 CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, podemos observar que ambas as amostras obtiveram boa
aceitagao entre os julgadores, tendo a geleia a maior quantidade de notas positivas (9
e 8), totalizando 64%. Analisando os resultados, podemos notar que o pirulito tem maior
intencao de compra, totalizando 74% de respostas positivas (notas 5 e 4) contra 66% da

geleia.
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RESUMO: O género Piper é considerado o
maior da familia Piperaceae. Com mais de
2000 espécies ja descritas, € encontrado
principalmente em

regides tropicais e
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KUNTH (PIPERACEAE)

neotropicais. Possui um alto valor comercial pelo
seu amplo uso tanto na medicina popular como
na culinaria tradicional, se tornando alvo de
diversas pesquisas. Possuem um metabolismo
diferenciado, produzindo classes de substancias
que nao sao usualmente encontradas como
alcamidas aristolactamas, alcaloides aporfinicos
e kavalactonas, aumentando ainda mais seu
potencial terapéutico. Dentre as espécies do
género Piper encontra-se a Piper mollicomum
Kunth,
jaborandi ou jaborandi-manso e nesse trabalho,

conhecida  popularmente  como
investigacbes quimicas foram realizadas com
suas raizes que foram coletadas no campus |
da Universidade Federal da Paraiba, municipio
de Jodo Pessoa-PB. Os extratos metandlicos
foram submetidos as cromatografias
convencionais (adsorgéo-gel de silica e XAD-2
e exclusdo- gel de dextrana) resultando, apods
analises por métodos fisicos (ponto de fusao)
e espectrométricos (Espectrometria na regido
do Infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear de 1H e 13C, incluindo técnicas uni e
bidimensionais), no isolamento e elucidagéo
estrutural de uma amida isobutilica identificada
3-(6-metoxi1,3-
benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E). Testes

como a 2-Propenamida,

para avaliar a atividade antimicrobiana dessa
substancia foram realizados tanto em bactérias
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Gram-positivas (Bacillus. subtilis CCT 0516; Staphylococcus aureus 47; Staphylococcus
aureus ATCCB8027; ); e Gram-negativas (Escherichia coli 13; Escherichia coli ATCC 2536;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027; Pseudomonas aeruginosa 102) no entanto n&o exibiu
atividade antibacteriana nas linhagens testadas, visto que nao houve inibigao do crescimento
das cepas Grampositivas e Gram-negativas testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Piperaceae, Piper mollicomum Kunth, alcamidas, atividade
antibacteriana.

ISOLATION OF BIOACTIVE MOLECULES FROM PIPER SPECIES OF PARAIBA
PHYTOCHEMICAL STUDY OF PIPER MOLLICOMUM KUNTH (PIPERACEAE)

ABSTRACT: The genus Piper is considered the largest in the family Piperaceae. With more
than 2000 species already described, it is found mainly in tropical and neotropical regions.
It has a high commercial value due to its wide use in both popular medicine and traditional
cuisine, becoming the target of several researches. They have a differentiated metabolism,
producing classes of substances that are not usually found as aristolactam alkamides,
aporphine alkaloids and kavalactones, further increasing their therapeutic potential. Among
the species of the genus Piper is the Piper mollicomum Kunth, popularly known as jaborandi
or jaborandi-tame and in this work, chemical investigations were carried out with its roots
that were collected on campus | of the Federal University of Paraiba, city of Jodo Pessoa-
PB. The methanolic extracts were subjected to conventional chromatography (adsorption-
silica gel and XAD-2 and exclusion-dextran gel) resulting, after analysis by physical methods
(melting point) and spectrometric (Spectrometry in the Infrared region and Nuclear Magnetic
Resonance of 1H and 13C, including one- and two-dimensional techniques), in the isolation
and structural elucidation of an isobutyl amide identified as 2-Propenamide, 3- (6-methoxy1,3-
benzodioxol-5-yl) -N- (2-methylpropyl) - (2E). Tests to assess the antimicrobial activity of
this substance were performed on both Gram-positive bacteria (Bacillus. Subtilis CCT
0516; Staphylococcus aureus 47; Staphylococcus aureus ATCC8027;); and Gram-negative
(Escherichia coli 13; Escherichia coli ATCC 2536; Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027;
Pseudomonas aeruginosa 102) however did not exhibit antibacterial activity in the tested
strains, since there was no inhibition of the growth of the tested Gram-negative and Gram-
negative strains.

KEYWORDS: Piperaceae, Piper mollicomum Kunth, alcamides, antibacterial activity.

11 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, se tornando uma fonte
promissorade compostos quimicamente bioativos que podem atuar contra as enfermidades,
(NOLDIN et al., 2006). Agrande importancia medicinal, econdmica e ecoldgica de espécies

nativas brasileiras, assim como o risco de sua extingao pela interferéncia humana no seu
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habitat, vem motivando estudos destas plantas que visam seu melhor aproveitamento,
uso racional e acima de tudo sua preservagao. Uma vasta diversidade de plantas ainda
desconhecidas na pesquisa, podem possuir atividades farmacoldgicas valiosas se
tornando alvo para descoberta de novas moléculas promissoras na terapéutica (SOUZA
et al., 2005).

A Quimica de Produtos Naturais vem despertando o interesse da industria
farmacéutica, uma vez que serve de modelo para produtos sintéticos derivados desses
metabolitos secundarios, devido sua vasta variedade em estruturas quimicas (VIEGAS e
BOLZANI, 2006). A exemplo disso podemos citar o pioneiro dos medicamentos sintéticos,
o Acido Acetilsalicilico (ASS), sendo lancado ao mercado em 1897, onde sua sintese se
deu a partir do salicilato, obtido inicialmente da Salix alba, cujo seu extrato veio se tornar
fitoterapico (Florien) possuindo propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatéria
(NASCIMENTO, et al., 2009).

Dentre as espécies do reino vegetal, podemos destacar as do género Piper, que
abrange aproximadamente 2000 espécies ja relatadas (SOUTO, 2014) distribuidas
principalmente nas regiées neotropicais na Asia e na América (Figura 1) (DYER, PALMER,
2004; JARAMILLO, et al., 2008), este género apresenta um metabolismo diferenciado,
produzindo classes de compostos que ndo sdo usualmente encontrados, como alcamidas
e aristolactamas, aumentando sua importancia da area da fitoquimica. As espécies de
Piper possuem uma grande diversidade de acao na area farmacoldgica, que incluem:
atividade antifungica de piperamidas (SILVA, et al., 2018), atividade antimicrobiana do
extrato metandlico de Piper crocatum (LISTER, et al., 2014), atividade trypanocida de
Piper arboreum e Piper tuberculatum (REGASINI, et al., 2009; COTINGUIBA, et al.,
2009), atividade antibacteriana moderada dos Oleos essenciais extraidos das folhas
de Piper mollicomum (GUIMARAES & VALENTE 2001), citotoxicidade de piperamidas
frente ao Aedes aegypti (MALECK, 2014), derivados de acido benzoico e flavokawains de
espéecies de Piper como controle vetorial de esquistossomose (RAPADO, 2014), atividade
leishmanicida de alkenylphenol de Piper malacophyllum (OLIVEIRA, et al., 2012),
capacidade antioxidante do 6leo essencial do extrato de Piper krukoffii (SILVA, et al.,
2011) e acdo antifungica com derivados obtidos de Piper mollicomum e Piper Ihotzkyanum
(LAGO, et al., 2007).
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Figura 1: Distribuicdo geografica de espécies de Piper.
Fonte: CHRIST, 2016.

Tendo em vista a importancia desses compostos na terapéutica como promissores
candidatos a farmacos, o crescente aumento de pessoas acometidas por doencgas, €
com o metabolismo especial apresentado pelo género Piper, visamos a busca pelo
conhecimento aprofundado das espécies deste género, assim como a investigagao de
moléculas oriundas desse metabolismo para o tratamento de enfermidades que acometem
0s humanos.

2| METODOLOGIA

O material vegetal das raizes de Piper mollicomum KUNTH foi coletado no horto da
Universidade Federal da Paraiba, campus |, Jodo Pessoa — PB, em outubro de 2016. A
identificagao botanica da espécie foi realizada pela professora Dra. Maria de Fatima Agra
e uma exsicata depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob o
numero MFAGRA 7228 (JPB).

Apds a coleta das raizes de Piper mollicomum, o material vegetal foi submetido
a um processo de desidratacdao em estufa de ar circulante a uma temperatura de
aproximadamente 40°C por um periodo de 72 horas, sendo submetida posteriormente a
um processo de pulverizagdo em moinho mecanico, obtendo-se assim um po6 fino (1500
g). Em seguida o p6 foi submetido a um processo de extragdo em soxhlet utilizando como
liquido extrator hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol respectivamente, até
completa exaustdo do material. Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador
rotativo sob press&o reduzida acoplado ao banho maria, cuja temperatura ndo excedeu
os 40 °C, obtendo-se seus respectivos extratos: hexanico, diclorometano, acetato de etila
e metandlico (Esquema 1).
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Esquema 1: Obtengao dos extratos e processos de extragéo.
Fonte: Leite, 2016.

Isolamento da substéncia codificada com Pm-

Do extrato hexanico foram separadas 2 g (, Esquema 1) e submetida a uma
cromatografia em coluna com silica gel 60 (Merck) (particulas com 0,04-0,063 nm, 230-
400 mesh) como fase estacionaria e Hexano e Acetato de Etila em solugdo com ordem
crescente de polaridade. Foram obtidas 26 fragdes das quais foram reunidas segundo
semelhanca em analise com CCDA. A Fr 2 foi submetida novamente a uma cromatografi
em coluna com silica gel repetindo o mesmo procedimento descrito acima, onde foram
obtidas 32 fragbes, onde a Fr 2 apresentou um bom grau de pureza, sendo encaminhada

para as analises espectroscépicas sob o cédigo Pm-3 (Esquema 2).

Fr Hexanica
(0,215g)

| -Coluna 3
! - Silica

r A J

| o | o2 )| Fr oo | Fr‘;4 Il o8 J( Fr;JG | - Il o8 [ Froo |[ Frio |

- Coluna 4
- Silica

3

[ Frot || 02 )( o J( Fros | Fros | os | o7 ) | o8 || oo Il 1o | - || > ]

¥

| Pm-3 (21 mg) l

Esquema 2: Fracionamento cromatografico da fragdo Hexanic
Fonte: Leite, 2016.
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Pm-3 se apresentou na forma de cristais incolores com formato de agulha, com um
ponto de fusdo entre 147,1 - 153,4 °C, sendo completamente soluvel em diclorometano.

Para a elucidagéo da estrutura quimica de Pm-3 foram realizados espectros de Infra
Vermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e "*C.

IV (KBr, n,,,,): 3458 cm™; 3303 cm™; 3100 cm™; 2959 cm™; 2865 cm™; 1638 cm™;
1591 cm™, 1505 cm™; 1396 cm™'; 1038 cm™; 878 cm™' e 655 cm'.

'H RMN (500 MHz, CDCL,): ,,6,95 (s, 1H); 5, 6,52 (s, 1H); 8, 5,95 (s, 2H); &, 3,81(s,
3H); 5, 7,86 (d, 1H; J=15,7 Hz) e 5, 6,31 (d, 1H; J=15,7 Hz); 5, 5,68 (s, 1H); 5, 3,22 (m,
2H); 5, 1,86 (m, 1H) e 5, 0,95 (s, 6H).

8C RMN-BB (125 MHz, CDCI,): 5. 166,94; 5. 154,82; 5, 150,01; 5. 141,75; &,
135,91; 5, 119,11; 5, 116,64; 5, 106,91; 5, 101,75; 5, 94,92; 5, 56,96; 5, 47,27; 5, 29,92
5. 28,89; 5 20,39.

31 DISCUSSAO

O espectro de Infra Vermelho de Pm-3 obtido em pastilhas de KBr, apresentou
absorgdes nas regides de 3458 cm™ e 3303 cm™' caracteristico de estiramento de amida
secundaria, diferindo das substancias descritas anteriormente, seguido de absorgbes na
regido entre 2959 cm™ a 2865 cm™ caracteristico de estiramento C-H de carbono sp? e
absorcoes entre 3100 cm™ e 3000 cm™ caracteristico de estiramento de carbono do tipo
sp? . Na regido de 1638 cm™ notamos uma absorgao caracteristica de estiramento de
carbonila de amida secundaria, seguido de absorgdes em 1591 cm™, 1505 cm™" e 1396 cm'’
indicando estiramento C=C de anel aromatico. Em 1525 cm™' temos uma banda harménico
relacionada ao dobramento N-H indicando uma ressonancia de Fermi. Na regido de 1038
cm™ temos uma absorgao caracteristico de estiramento do tipo C-O de éter fenilalquilico.
Ainda se observa um grande numero de absor¢des fora do plano entre as regides 878
cm’ e 655 cm™ indicando um alto padrao de substituicdo no anel aromatico.

O espectro de RMN 'H obtido com cloroférmio deuterado em uma frequéncia de
500 MHz (CDCI,, 500MHz) mostrou sinais de hidrogénios aromaticos em: &, 6,95 (s,
1H); &, 6,52 (s, 1H). Podemos observar também a presenga de 1 sinal em: 5, 5,95 (s,
2H) sugerindo a presenga de um grupamento metileno dioxido e 1 sinal em: &, 3,81
caracteristico de metoxila, indicando a presenca de um anel aromatico tetrassubstituido.
O espectro ainda apresentou 2 dubletos em: 3, 7,86 (d, 1H; J=15,7 Hz) e 6, 6,31 (d, 1H;
J=15,7 Hz) caracteristicos de acoplamento do tipo trans, além de 1 sinal em &, 5,68 (s,
1H) e 3 sinais em ¢, 3,22 (m, 2H); 5,, 1,86 (m, 1H) e 5, 0,95 (s, 6H) sugestivo de um grupo

isobutil ligado a amida secundaria.
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O espectro bidimensional homonuclear 'H x '"H-COSY (CDClI,, 500MHz), mostrou as
correlagdes entre os sinais: 5, 7,86/ 5,,6,28;0,,3,22/5,1,86 e 6, 1,81/ 5, 0,95, sugerindo
uma insaturagdo na conformagcdo TRANS e de um grupamento isobutilico presente na
estrutura (Tabela 1).0 espectro ainda apresenta uma correlagéo entre os sinais 8, 3,22/
o, 5,68, indicando que a substancia pode se tratar de uma amida isobutilica. O espectro
de RMN *C-BB (CDCIl,, 125 MHz) mostrou 14 sinais para 15 carbonos, sendo eles em: &_
166,94, 5. 154,82; 5, 150,01; &, 141,75; &, 135,91; 6, 119,11, &, 116,64; &, 106,91; &,
101,75; 8, 94,92; & 56,96; 5.47,27; 5, 29,92; 5, 28,89; 5, 20,39.

O espectro de RMN "*C-APT (CDCI,, 125 MHz) mostrou 14 sinais para 15 carbonos,
dos quais 5 sdo de carbonos ndo hidrogenados em 5. 166,94; 6_.154,82; 5, 150,01; &,
141,75; e 5, 116,64, 5 sinais para carbonos metinicos em & 135,92; 6, 119,11; 5, 106,92;
0.94,92; 6. 28,90; 2 sinais para carbonos metilénicos em 6, 101,75 e &, 47,27 e 2 sinais
para carbonos metilicos em & 56,68 e & 20,40.

O espectro bidimensional heteronuclear 'H x "C-HSQC (CDCI,, 500/125 MHz),
mostrou as correlagbes entre d,, 3,22/ 6. 47,27; 6, 0,95/ 6, 20,39; 5, 1,86/ o, 28,89,
que aliadas com as correlagdes apresentadas pelo espectro bidimensional heteronuclear
'H x ®*C-HMBC(CDCI,, 500/125 MHz), entre 95 &, 3,22/ & 20,39; 5. 28,89 e &, 166,94,
o, 1,86/ &, 47,27 e &, 20,39; 5, 0,95/ &, 47,27; 5. 28,89 e & 20,39, confirmaram a
presenca de uma amida isobutilica na estrutura da molécula. Ainda no espectro 'H x
¥C-HSBC(CDCl,, 500/125 MHz), podemos notar as correlagdes entre: ,, 7,86/ 5, 135,91,
5,631/ 5, 119,11, 5, 6,95/ 5, 106,91; 5,, 6,52/ 5. 94,92; 5,, 5,95/ &, 101,75; dos quais
aliando aos dados das correlagdes presentes no HMBC entre: 6, 7,86/ 6. 119,11; &
106,91; 6, 166,94 e 5, 154,82; 6, 6,28/ 5, 135,91; & 116,64, 6, e & 166,94, &, 6,95/
6. 135,91, podemos confirmar a presenga de uma insaturagéo do tipo a-B carbonila,
assim como atribuir aos o, 116,64 e &, 106,91 as posigdes C-1 e C-6 do anel aromatico
respectivamente. Ainda com base no espectro HMBC com as correlagdes entre: 5, 3,81/
0.154,82e0,5,95/ 6, 150,01 e 5, 141,75, podemos atribuir aos &, 154,82; 6. 150,01 e
0. 141,75, as posigdes C2, C-5 e C-4 do anel aromatico respectivamente. Com os dados
obtidos dos espectros de Infra vermelho e RMN 'H e 3C uni e bidimensionais em conjunto
com os dados da literatura, nos permite sugerir que a substancia codificada como Pm-3
trata-se da 2- Prompenamida, 3-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E), ja
isolada anteriormente na espécie Piper mollicomum Kunth (JARDIM, 2012) (Figura 2).
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HSQC HMBC Modelo literario (CDCls, 500 MHz)

Posigdo Bc [ 2J 3J [ OH
1 116,64 - - - 116,52 -
2 154,82 - - - 154,59 -
3 94,92 6,52(s, 1H) C2;C4 C-5; C-1 94,75 6.49(s, 1H)
4 141,75 - - - 141,56 -
5 150,01 - - - 149,76 -
6 106,91 6,95(s, 1H) C-5 C-7,C-2,C4 106,68 6,92(s, 1H)
7 135,91 7,86(d, 1H; J=15,7 Hz) C-8 C-6; C-9; C-2 135,61 7,79(d, 1H; J=15,7 Hz)
8 119,11 6,31(d, 1H; J=15,7 Hz) C-7: C-9 C-1 119,01 6,25(d, 1H; J=15,7 Hz)
9 166,94 - - 166,65 -
2-0Me 56,69 3,81(s, 3H) - c-2 56,48 3,79(s, 3H)
1 47,27 3,22(t, 2H) C-2 C4',C-3,C-9 47,02 3,18(t, 2H)
2' 28,89 1,86(sep, 1H) C-1; C-12; C13 - 28,68 1,81(sep, 1H)
Me-3'e4 20,39 0,95(d, 6H) c-2 C-1' 20,15 0,92(d, 6H)
N-H - 5,68(s, 1H) - - 5,65(s, 1H)
CH:0:  101.75 5,95(s, 1H) - C-5.C-4 101,50 5,91(s, 1H)

Tabela 1: Dados espectrais de Pm-3 com modelos literarios.

I=

OCH,

Figura 2: 2-Prompenamida, 3-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E).
Fonte: Leite, 2016.

A analise antibacteriana desses compostos mostrou que nenhuma das substancias
testadas foram capazes de inibir o crescimento das linhagens de E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus e S. mutans padrao e de origem clinica até a concentragdo (300 pg/mL).

Rios & Recio (2005) colocam que devem ser evitados testes de avaliacdo de
atividade antibiética com concentragdes superiores a 1000 ug/mL para extratos ou 100
Mg/mL para substancias isoladas, sendo consideradas interessantes a detecgédo deste
potencial em concentragdes abaixo de 100 pg/mL para extratos e 10 ug/mL para principios
ativos, respectivamente, deixando-se de atribuir atividade positiva para diluicbes ou
concentragdes excessivamente altas.

Os ensaios biolégicos foram realizados no LabETox (Labortarério de Ensaios
Toxicologicos Clinicos e Nao-clinicos) localizado no IPeFarM, sob co-orientagédo da Profa.
Dra. Hilzeth de Luna Freire Pessoa.

Para a realizagcédo dos testes antibacterianos preparou-se uma solugao com 10 mg/
mL da substancia utilizando-se uma solugédo de DMSO 5% e Tween® em agua destilada.
Foram avaliadas tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas oriundas da
American Type Culture Colection (ATCC), Colecdo de Culturas Tropicais (CCT) e de

origem clinica, sendo elas:
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* Bacillus. subtilis CCT 0516

» Escherichia coli 13

» Escherichia coli ATCC 2536

» Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027

* Pseudomonas aeruginosa 102

» Staphylococcus aureus ATCC 25925

» Staphylococcus aureus 47

* Streptococcus mutans ATCC 25175

As bactérias foram inoculadas em meio de cultura estéril e incubados a 37 °C durante
24 h. A suspenséo bacteriana para a realizagdo dos testes foi ajustada de acordo com o
padrao 0,5 da escala de McFarland, contendo 1-5 x 108 UFC/mL (HADACEK; GREGER,
2000).

A determinacao da CIM foi realizada por meio da técnica de microdiluicdo, utilizando-
se placas de 96 pocos para cada uma das cepas testadas, conforme descrito por Gerhardt
et al. (1994). Foi realizada uma diluicdo seriada a metade, obtendo-se as concentragcdes
finais de 300; 150; 75; 32,5; 16,2 e 8,1; 4,0 e 2,0 pg/mL para a substancia testada. O
volume foi completado com 100 pL da cultura bacteriana perfazendo o volume final de
200 pL.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e a inibigdo do crescimento bacteriano
foi confirmada com a adigao de 20 yL de uma solugéo 0,01% (p/v) de resazurina sodica
(SIGMA), um indicador colorimétrico de atividade metabdlica. Foi considerada como CIM
para os produtos testados a menor concentragao que inibiu completamente o crescimento
bacteriano sendo verificado pela manutengao da cor azul da resazurina. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

41 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das raizes de Piper mollicomum kunth, na busca de moléculas
bioativas candidatas a farmacos e utilizando-se de técnicas cromatograficas usuais
além de métodos espectroscopicos de IV e RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais, foi
possivel isolar e identificar uma alcamida, sendo ela a amida isobutilica 2-Prompenamida,
3-(6-metoxi-1,3-benzodioxol-5-il)-N-(2-metilpropil)-(2E). Esta substancia ja foi relatada

anteriormente em um estudo realizado por (Jardim, 2012).
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RESUMO: A proépolis € um produto apicola,
composto por substancias coletadas pelas
abelhas em apices vegetativos e exsudatos
resinosos de plantas, produzidos principalmente
na casca e em gemas prestes a floresce . E
usada principalmente para vedar a colmeia e
evitar a entrada de invasores naturais, além de
manter a temperatura e assepsia. O objetivo da
pesquisa foi verificar a biodiversidade da flora
e o potencial produtivo de prépolis no oeste
de Santa Catarina. A pesquisa foi realizada
no municipio de Ponte Serrada no ano de
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CATARINA

2018, entre os meses de janeiro a novembro.
O inventario ocorreu em 180 hectares
aproximadamente, onde foi considerado um
raio de 3 000 metros no entorno de apiarios.
A analise fitossociologi a ocorreu em parcelas
aleatérias e amostragem homogénea. Os
resultados obtidos identificaram 2036 plantas,
39 familias e 75 espécies, o que demonstra
grande diversidade floristica, e que torna o
oeste catarinense uma regido potencialmente
produtiva de prépolis, principalmente devido a
exploracéo do género Eucaliptus sp.
PALAVRAS-CHAVE: Apicultura.

Resinosos. Fitossociologia.

Exsudatos.

FLORA BIODIVERSITY AND THE PROPOLIS
PRODUCING POTENTIAL IN THE WEST OF
SANTA CATARINA

ABSTRACT: Propolis
composed of substances collected by bees

is a bee product,

in vegetative vegetables and plant residues,
mainly by bark and in buds sold to bloom. It is
mainly used to seal a hive and prevent the entry
of natural invaders, in addition to maintaining
temperature and asepsis. The objective of the
research was to verify the biodiversity of the
flora and the productive potential of propolis
in the west of Santa Catarina. A survey was
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conducted in the municipality of Ponte Serrada in 2018, between the months of January
and November. The inventory took place on approximately 180 hectares, where a radius of
3,000 meters was considered around the apiaries. The phytosociological analysis occurred
in random plots and homogeneous sampling. The results obtained identified 2036 plants, 39
families and 75 species, which shows great floristic diversity and what makes western Santa
Catarina a potentially productive region of propolis, mainly due to the exploration of the genus
Eucaliptus sp.

KEYWORDS: Beekeeping. Exudates. Resinous. Phytosociology

11 INTRODUCAO

A propolis € um produto apicola, composto por substancias coletadas pelas abelhas
em apices vegetativos e exsudatos resinosos de plantas, produzidos principalmente na
casca e em gemas prestes a floresce . E usadapara vedar a colmeia e evitar a entrada de
invasores naturais, além de manter a temperatura e assepsia (ZEGGIO, 2016).

Desde os tempos remotos esse composto € utilizado para fins medicinais. Os egipcios
empregavam a propolis para embalsamar cadaveres e evitar a decomposi¢cao dos corpos.
Ja os povos gregos e romanos utilizavam como antisséptico e cicatrizante (SILVA, 2014;
SFORCIN, BANKOVA, 2011).

Segundo Oliveira e Andolfatto (2014), o produto brasileiro € muito valorizado, pois
apresenta compostos tipicos de regides tropicais, conferindo as suas propriedades
biolégicas. A propolis brasileira destaca-se no cenario mundial, responsabilizando-se por
aproximadamente 10% da producéo, classificando-se em 13 tipos, que variam pela cor,
composigao e a consisténcia (ZEGGIO, 2016).

De acordo com Ribeiro (2011) os componentes existentes sdo complexos, dependem
dabiodiversidade de cadaregiao e tambémdo caminho que asabelhas percorremnaprocura
por alimento. Em geral, € composta por 50% de resina e balsamo, aproximadamente 30%
de cera, 10% de d6leos essenciais, 5% de polen e 5% por outras substancias (FERREIRA,
NEGRI, 2018).

Conforme, Lustosa et al. (2008), a sua composi¢ao quimica inclui flavondides, acidos
aromaticos, aldeidos, cetonas, terpendides, fenilpropandides, aminoacidos, vitaminas,
polissacarideos, acidos graxos. Foram isolados mais de 200 compostos farmacoldgicos
responsaveis por atividade antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatoria
hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral, imunomodulatoéria.

Nos ultimos anos a propolis vem sendo utilizada em larga escala, com aplicagdes
que abrangem desde a medicina popular até a industria farmacéutica, como na fabricagao
de capsulas, xaropes, extratos, comprimidos, em cosméticos, dermocosmeéticos, cremes,
shampoos, solugdes antissépticas, cicatrizante de feridas em pds-operatérios eno controle

de hemorragias. No tratamento de ulceras, eczemas, infecgdes no trato urinario, infecgdes
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no trato respiratério e também na industria alimenticia para a producéo de doces (PINTO,
PRADO, CARVALHO, 2011; COSTA et al., 2014).

Sendo assim, a prépolis apresenta inumeros compostos biologicamente ativos,
responsaveis pelas propriedades farmacolégicas ao organismo. Diante da grande
importancia econémica e cientifica, o presente trabalho tem como objetivo identificar a

biodiversidade floristica, verificando o potencial produtivo re onal.

2 | MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada em propriedades do municipio de Ponte Serrada na regiao
Oeste de Santa Catarina. A vegetagao predominante é Floresta Ombrofila Mista e clima
Mesotérmico umido, com temperatura média anual de 17,3°C.

O método foi exploratério de campo, através do inventario floristico em uma area
de apiarios com 180 hectares. Realizou-se a coleta de dados em propriedades, onde os
agricultores trabalham com a apicultura familiar. Foram coletados dados fitossociolégicos
como o nome comum e o nome cientifico, aferido o Didmetro a Altura do Peito (DAP) das
plantas e altura.

As coletas de dados foram realizadas a partir de parcelas aleatérias com uma
amostragem homogénea. A area foi dividida em 2 quadrantes com 180 parcelas de (50m
x 50m). Foram sorteadas 12 parcelas aleatoriamente, sendo 3 em cada quadrante onde
foi montada a parcela de (25m X 25m) e identificado todos os espécimes da parcela. As
arvores que apresentaram fuste a 1,30 m com DAP > 15 cm utilizou-se fita métrica para
aferir, e a altura foi obtida a partir do método hipsdmetro de Christen.

A flora identificada foi submetida a analise fitossociologia. ldentificaram-se as
familias e espécies botanicas potencialmente usadas para producado de prépolis, bem
como as classificando em nativas e exdticas. Utilizando essas informagdes construiu-se
um calendario de floragao e brotacao, identificando os mese 6timos para propolizagao.

Os dados obtidos foram explorados com auxilio das planilhas do Excel®, ANOVA,
e para dados fitossociologicas avaliou-se a Frequéncia Relativa a qual registra quantas
vezes ocorreu a presenga de um individuo, o indice de diversidade de Shannon e o indice
de Equabilidade de Pielou.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostradas 24 parcelas para identificacdo da biodiversidade vegetal,
considerando as espécies herbaceas e arbustos. ldentificou-se 2036 plantas, 39 familias
e 75 espécies. Dessas, 53% das espécies apresentaram potencial de propolizagao.
Registrou-se também 171 plantas conhecidas pela literatura para a produgéo de propolis.

Na tabela 1, observa-se o percentual distribuidos de espécimes em cada familia
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selecionada como produtora.

Anacardiaceae | Aracauraceae | Asteraceae | Euphorbiaceae Lauraceae

Fabaceae
Espécimes 0,50% 3,50% 73% 5% 12% 6%
Espécies 4% 4% 25% 8% 21% 38%

Tabela 1. Percentual de espécimes e espécies por familia
Fonte: Autoras (2020).

De acordo com World Health Organization (2015), a biodiversidade tem papel de
grande importancia no bem-estar e na satde do homem. E a base do funcionamento
dos ecossistemas e tem sido fonte para a descoberta de novos medicamentos e grandes
avancgos na medicina. Muitos farmacos foram descobertos através das plantas de forma
empirica e atualmente sao utilizados na clinica no tratamento, controle e prevencao de
doencgas. Os produtos desse sistema também sao utilizados na industria de cosméticos e
alimentos.

Acomposigaoquimicadasespécies ébastante variada, qualitativa e quantitativamente,
inumeros fatores estao relacionados para a formagao dos principios ativos das plantas
como solo, temperatura, altitude, as estagbdes climaticas (MARTINS, BORTOLUZZI,
MANTOVANI, 2010).

A vegetagao do estado de Santa Catarina apresenta ampla variedade, resultando
em uma extensa biodiversidade com caracteristicas peculiares em relagdo aos outros
estados do pais. Isso reflete na apicultura e na qualidade da propolis, pois as propriedades
biolégicas estado relacionadas com a presenca de compostos biologicamente ativos, que
variam de acordo com as plantas (ZEGGIO, 2016; MELO et al., 2014).

Nesse contexto, os individuos estao classificados em 6 familias botanicas: Asteraceae,
Araucariaceae, Pinaceae, Myrtaceae, Rosaceae, Fabaceae, conforme tabela 1. Foram
identificadas ainda 7 espécies: Acacia bonariensis (3,5%), Acacia podalyriifolia (1,7%),
Araucaria angustifolia (22,8%), Baccharis dracunculifolia (2,23%), Eriobotrya japonica
(7%), Eucalyptus globulus (41%), Pinus taeda (21,5%).

Dentre as espécies mais frequentes, muitas delas apresentam compostos quimicos
e metabdlitos de grande importancia na area da saude e consequentemente na produgao
da prépolis. De acordo com Andrade et al. (2003) o género Acacia apresenta diversos
metabdlitos secundarios como as cumarinas, glicosideos, taninos, alcalodides e flavondide
responsaveis pela atividade bioldgica e de interesse medicinal.

Conforme alguns relatos etnobotanicos, as tribos indigenas utilizam partes da planta
Araucaria (Araucaria angustifolia) como as cascas dos troncos, os nos e brotos para
o tratamento de problemas respiratérios, digestivos e agcdo antisséptica em ferimentos.
Da resina pode-se extrair compostos utilizados no tratamento de picadas de insetos e
na industria alguns subprodutos fornecem oleos essenciais (MARTINS, BORTOLUZZI,
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MANTOVANI, 2010).

A Baccharis dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou
vassourinha, produz éleos essenciais que caracterizam o odor forte e exotico. As abelhas
coletam o material dessa planta durante o seu crescimento, quando s&o produzidos alguns
metabdlitos que interagem com os insetos e predadores, garantindo a sua sobrevivéncia
e que sdo benéficos para o organismo. E tradicionalmente utilizada de forma empirica
no tratamento de disturbios hepaticos e em processos inflamatdérios. Além de apresentar
propriedades antimicrobianas, atividade antiviral, agcdo imunomoduladora, antiparasitaria,
antimicrobiana, possuindo grande potencial farmacolégico e terapéutico (SFORCIN et al.,
2012).

De acordo com Nascimento et al. (2008) a propolis verde produzida dos apices
vegetativos do alecrim-do-campo, € altamente valorizada no mercado internacional e
movimenta um mercado milionario ao ano em decorréncia das suas propriedades, tendo
grande importancia mundial.

Segundo Uto etal. (2013), a Eriobotrya japonica, nome popular néspera, € amplamente
utilizada na fitoterapia no tratamento de bronquite e tosse. A partir de extratos das folhas
da planta foi possivel isolar varios triterpenos, sendo que alguns possuem ac¢des anti-
inflamatdrias, antitumorais e antidiabéticas. O extrato bruto das folhas inibe a producao
de prostaglandinas E2 e 6xido nitrico.

O Eucalyptus globulus conhecido popularmente como eucalipto, € amplamente
distribuido na regiédo sul do Brasil, apresenta em sua composigao flavonoides, saponinas,
triterpenos, compostos fendlicos, taninos e carboidratos. E utilizado na medicina popular
no combate a gripes e resfriados, por meio da inalagdo em infus&o ou decocto das folhas
e cascas. Diversos estudos vém sendo realizados in vitro e também in vivo para atestar
as suas propriedades farmacoldgicas, nesses testes a planta demonstrou potencial
antimicrobiano, atividade leishmanicida, antifungica (cepas de Candida albicans),
hipoglicemiante e antioxidante (BRASIL, 2015).

De acordo com a Embrapa (2008), o Pinus taeda é o preferido para a produgéo de
celulose e papel, devido ao rapido crescimento, sendo cultivada em larga escala. Todas
as espécies de pinus sdo resinosas, seja em maior ou menor grau.

Segundo Breyer, Breyer e Cella (2016) a producao da propolis tornou-se nos ultimos
anos uma importante fonte de renda para os apicultores, principalmente para o pequeno
e médio produtor. As técnicas utilizadas s&o relativamente simples e de baixo custo,
podendo-se obter um produto de boa qualidade. No entanto, a maioria das espécies ainda
nao foram identificadas com potencial produtivo, principalmente em regides de grande
diversidade. Sendo de extrema importancia a identificagdo da vegetagcdo como fonte de
matéria-prima de boa qualidade para a producao.

Dentre as espécies avaliadas, 70% das identificadas como desejadas para a
propolizagao sao exoticas.
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No grafico 1 os exsudatos utilizados na produgédo, foram maiores nos meses de
agosto a dezembro, somando 57% das espécies nesse periodo.

Jan.
Few.
Mar.
Abr.
Maio
Jun.
Jul.

Dez

12%
12%
2

Grafico 1. Distribuicdo por més de espécies que produzem exsudatos resinosos
Fonte: Autoras (2020)

A frequéncia relativa obtida na pesquisa foi de aproximadamente 3,0 %. Com alta
frequéncia da espécie Araucaria angustifolia.

Ja a dominancia relativa ficou de 0,1%, a dominancia relativa é definida como a area
basal total de uma determinada espécie por unidade de area, que geralmente é o hectare.

A média da densidade relativa encontrada foi de 2,94%, as espécies com maior
densidade relativa foram a Araucaria angustifolia, seguida pelas espécies Eucalyptus
globulus.

O indice de diversidade de Shannon e Wiener demonstram diversidade floristica. Com
um indice de 2,9 o que ficou dentro das expectativas, por se tratar de area onservada.

Para o indice de Equabilidade de Pielou foi observado o valor de 0,1, resultado da
presenca de um grande numero de individuos de uma mesma espécie e aglomerados
em uma regido muito proéxima sem haver uma distribuicdo homogénea das espécies.
Dependendo da localizagdo dos aglomerados de arvores pode ser bom para a apicultura,
se apresenta floragao em algum periodo no qual a menos floragao, e produgao de resinas.

41 CONSIDERACOES FINAIS

A propolis tem apresentado grande destaque no cenario mundial devido as suas
propriedades farmacoldgicas, sua utilizagdo na industria farmacéutica, alimenticia e em
outras areas vem crescendo bastante. Sendo assim, o conhecimento sobre a biodiversidade

da flora é de suma importancia na qualidade e também para a obtencéo da propolis, pois
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a maioria das espécies ainda nao foram identificadas com potencial produtivo e sdo elas
que fornecem as substancias resinosas, gomosas e balsdmicas na elaboragao do produto.

No trabalho foi possivel identificar no total 2036 espécimes, apresentando 39 familias
diferentes. Dentre elas 53% das espécies possuem potencial para a producio, pode-se
concluir que o oeste catarinense apresenta grande diversidade floristica para produgao
de propolis, sendo o Eucaliptus globulus o mais frequente e o segundo semestre do ano

0 mais produtivo.

REFERENCIAS

ANDRADE, Claudia et al. Revisdo do género Acacia — Atividades biolégicas e presenca de fendis
derivados do nucleo flavanico. Visdo Académica, Curitiba — PR, v. 4, n.1, p. 47-56, 2003.

BRASIL. Ministério da Saude e Anvisa. Monografia da espécie Eucaliptus globulus Labill (Eucalipto).
Brasilia — DF, 2015.

BREYER, H. F. E.; BREYER, E. D. H.; CELLA, I. Producao e beneficiamento da prépolis. Florianopolis,
SC: Epagri, 2016.

COSTA, Aline Silva et al. Levantamento dos estudos com a propolis produzida no estado da Bahia,
2014.

EMBRAPA. Pinus na silvicultura brasileira. Embrapa Florestas, ed. 1, Colombo — PR, 2008.

FERREIRA, J. M.; NEGRI, G. Composicao quimica e atividade biologica das propolis brasileiras: verde
e vermelha. Revista ACTA Apicola Brasilica. v. 6, n.1, 2018.

LUSTOSA, Sarah R. et al. Prépolis: atualizac6es sobre a quimica e a farmacologia. Rev. bras. farmacogn.
Jodo Pessoa, v. 18, n. 3, p. 447-454, 2008

MARTINS, D. R.; BORTOLUZZI, R. L. C.; MANTOVANI, A. Plantas medicinais de um remascente de
Floresta Ombrofila Mista Altomontana, Urupema, Santa Catarina, Brasil. Rev. Brasileira de Plantas
Medicinais. Botucatu, v. 12, n. 3, 2010. Disponivel em: <https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S1516-05722010000300016>. Acesso em: 13 maio 2020.

MELO, Ariane Alexandre Machado de et al. Capacidade antioxidante da propolis. Pesq. Agropec. Trop.
Goiania, v. 44, n. 3, p. 341-348, 2014.

NASCIMENTO, Evandro A. et al. Um marcador quimico de facil deteccao para a prépolis de Alecrim-do-
Campo (Baccharis dracunculifolia). Revista brasileira de Farmacognosia, v. 18, n. 3, p. 379-386, 2008

OLIVEIRA, Sheila Catarina de; ANDOLFATTO, Suelen. Otimizacédo do processo de extracao de
compostos bioativos da prépolis produzida por abelhas geneticamente modificadas. Trabalho de
Concluséao de Curso (Bacharelado em Quimica Industrial — Universidade Tecnoldgica do Parana, Pato
Branco, 2014.

PINTO, L. M. A.; PRADO, N. R. T. do; CARVALHO, L. B. de. Propriedades, usos e aplicagdes da prépolis.
Revista Eletrdnica de Farmacia. v. 4, p. 76 - 100, 2011

RIBEIRO, Mayara Priscila. Atividade Antimicrobiana do Extrato de prépolis Vermelha Frente ao
microrganismo Staphylococcus aureu. Assis, 2011.

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 15



https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722010000300016
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722010000300016

SFORCIN, J. M.; BANKOVA, V. Propolis: is there a potential for the development of new drugs?. Journal
of Ethnopharmacology. Lausanne, v.133, n. 2, p. 253-260, 2011.

SFORCIN, José Mauricio et al. Baccharis dracunculifolia: uma das principais fontes vegetais da
propolis brasileira. S3o Paulo: editora Unesp, 2012.

SILVA, Telma Filipa Garcia da. Variacdo da composicéo quimica e atividade antioxidante de prépolis em
funcao da época de colheita. Universidade Nova de Lisboa, 2014.

UTO, Takihiro et al. Anti-Proliferative Activities and Apoptosis Induction by Triterpenes Derived from
Eriobotrya japonica in Human Leukemia Cell Lines. International Journal of Molecular Sciences, v. 14, p.
4106-4120, 2013.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Connecting global priorities: biodiversity and human health: a state
of knowledge review. World Health Organization and Secretariat of the Convention on Biological Diversity,
2015.

ZEGGIO, A. R. S. Prépolis catarinense: influéncia da sazonalidade e da origem geografica no perfil de
metabdlitos secundarios. Florianopolis-SC, 2016, 160p.

Farmacia e Promocgao da Saude 4 Capitulo 15




CAPITULO 16

INSIGHTS SOBRE OS POTENCIAIS BENEFICIOS
DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DE FRAGARIA

Data de aceite: 05/06/2020
Data da submissgo: 25/04/2020

Josué Guilherme Lisbéa Moura
Faculdade de Farmacia, Universidade do Vale
do Rio dos Sinos, Sao Leopoldo, Rio Grande
do Sul, Brasil. CV Lattes: http://lattes.cnpq.
br/8871364544401478

Patricia Soeiro Petroski

Programa de Pé6s-Graduagao em Nutricdo e
Alimentos. Universidade do Vale do Rio dos Sinos,
Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil. CV
Lattes: http://lattes.cnpq.br/0445375503359191

Caroline Nascimento Bez

Faculdade de Farmacia, Universidade do Vale
do Rio dos Sinos, Sao Leopoldo, Rio Grande
do Sul, Brasil. CV Lattes: http://lattes.cnpq.
br/5861069951571777

Patricia Weimer

Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Rio Grande do Sul, Brasil. CV Lattes:
http://lattes.cnpq.br/7199119376512351

Tais da Silva Garcia

Faculdade de Farmacia, Universidade do Vale
do Rio dos Sinos, Sao Leopoldo, Rio Grande
do Sul, Brasil. CV Lattes: http://lattes.cnpq.
br/8805099379480240

Farmacia e Promocgao da Saude 4

ANANASSA

Rochele Cassanta Rossi

Programa de Pés-Graduacao em Nutricdo e
Alimentos. Universidade do Vale do Rio dos Sinos,
Séao Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil. CV
Lattes: http://lattes.cnpq.br/0627260486404735

Leticia Lenz Sfair

Faculdade de Farmacia, Universidade do Vale
do Rio dos Sinos, Sao Leopoldo, Rio Grande
do Sul, Brasil. CV Lattes: http://lattes.cnpq.
br/1189986775662267

RESUMO: O consumo do morango (Fragaria
spp.) esta relacionado com muitos beneficios
a saude, podendo ser evidenciada atividade
na prevencao de diversas doengas ou quadros
clinicos, como diabetes e obesidade. Diante
disto, o objetivo deste trabalho foi discutir os
principais resultados recentes sobre os efeitos
dos morangos sobre a saude humana, levando
em consideracéo estudos in vitro e in vivo das
atividades dos metabdlitos secundarios do
morango. O morango representa uma escolha
saudavel alimentar de acordo com o seu perfil
nutricional, mas seus principais beneficios
estao relacionados a presenga de compostos
bioativos, principalmente das classes das
antocianinas e elagitaninos. Estudos in vitro,
in vivo e até mesmo estudos observacionais

atribuiram a estes compostos, atividades
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anti-inflamatéria e antioxidante. Ademais, o consumo de morango, marcado pelo alto teor
desses compostos, auxilia na melhora de indicadores clinicos, como redugao dos niveis de
colesterol e lipoperoxidagao. Desta forma, os frutos de morango e seus compostos bioativos
demonstram grande relevancia para o desenvolvimento de novos alimentos funcionais que
contribuam na prevengao e melhora dos indicadores biolégicos das doengas cronicas nao
transmissiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Morango; Bagas; Nutracéuticos; Polifendis; Antocianinas; Elagitaninos.

INSIGHTS ABOUT THE POTENTIAL BENEFITS OF THE BIOACTIVE COMPOUNDS OF
FRAGARIA ANANASSA

ABSTRACT: The consumption of strawberries (Fragaria spp.) is related to many health
benefits, and activity in the prevention of various diseases or clinical conditions, such as
diabetes and obesity, can be evidenced. Therefore, this work aimed to discuss the main
recent results on the effects of strawberries on human health, taking into account studies in
vitro and in vivo of the activities of the secondary metabolites of the strawberry. Strawberries
represent a healthy food choice according to their nutritional profile, but their main benefits are
related to the presence of bioactive compounds, mainly from the classes of anthocyanins and
ellagitanins. In vitro, in vivo and even observational studies have attributed these compounds
to anti-infla matory and antioxidant activities. In addition, the consumption of strawberries,
marked by the high content of these compounds, helps to improve clinical indicators, such
as reduced cholesterol levels and lipoperoxidation. In this way, strawberry and their bioactive
compounds demonstrate great relevance for the development of new functional foods
that contribute to the prevention and improvement of biological indicators of chronic non-
communicable diseases.

KEYWORDS: Strawberry; Berries; Nutraceuticals; Polyphenols; Anthocyanins; Elagitanines.

11 INTRODUCAO

A incidéncia de doencgas crdnicas nao-transmissiveis (DCNTs) diminuem quando se
associa frutas e hortalicas na dieta, em quantidades consideraveis (NIMSE; PAL, 2015;
WANG et al., 2014). Esse efeito é provavelmente decorrente da presenga de uma série
de compostos antioxidantes nas espécies vegetais, que agem neutralizando os radicais
livres (oxidantes) expressos pelo componente inflamatério intrinseco das DCNTs (ZHANG
et al., 2015). Neste contexto, entre os frutos que agregam beneficios antioxidantes, tém-
se as bagas, com destaque para os morangos (Fragaria spp.), que inclui mais de 20
especies e, um grande numero de cultivares em virtude do desenvolvimento de novas
variedades hibridas (GOVINDARAJULU; LISTON; ASHMAN, 2013). De um modo geral, séo
economicamente e comercialmente importantes, visto que sdo amplamente consumidos
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frescos ou em formas processadas, tais como geleias e sucos. Essas caracteristicas
impulsionaram os estudos do ponto de vista agronémico, gendmico e nutricional dessa
baga.

Além disso, entre os frutos tipo baga, sdo um dos mais populares do mundo, néo
somente pelo sabor, mas também devido a sua excepcional riqueza de nutrientes, por
exemplo, acido ascoérbico e flavonoides (ZHU et al., 2015). Essa fruta apresenta uma
composicao fitoquimica rica em metabdlitos secundarios, que é variavel de acordo com a
variedade e cultivar (GIAMPIERI et al., 2012; GUNDUZ; OZDEMIR, 2014)

Os beneficios a saude relacionados ao consumo de morango incluem seu papel
na atividade anti-inflamatéria (LIU; LIN, 2012; LIU et al., 2013) bem como um notéavel
efeito antioxidante (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014). Nos ultimos anos, a evidéncia para
outras bioatividades tem se tornado crescente (GIAMPIERI et al., 2012) e alguns estudos
destacam suas atividades na preveng¢ao do cancer (AIYER et al., 2012), diabetes (ZHU
et al., 2015) e obesidade (ZUNINO et al., 2012).Ademais, ha um expressivo numero
de publicagcbes cientificas sobre este tema e revisdes que tragam um compilado de
informacgdes sobre os compostos bioativos, principalmente os metabdlitos secundarios,
encontrados no morango e seus efeitos benéficos ja constatados, podem servir como uma
ferramenta auxiliar e orientatar na tomada de decisdo de novas pesquisas.

Assim, o objetivo desse trabalho foi discutir os principais resultados recentes sobre
os efeitos do morango sobre a saude humana, levando em consideracéo estudos in vitro
e in vivo das atividades dos metabdlitos secundarios.

2| METODOLOGIA

Foram utilizadas publicagées cientificas dos anos de 2011 a 2018, disponiveis
nas bases de dados Library of Medicine (PubMed), Scientific Electronic Library Online
(SciELO), Lilacs-Bireme e Google Scholar. Os descritores utilizados foram: strawberry;
Fragaria x ananassa; strawberry em associagao com phytochemistry, flavonoids e phenolic
compounds. Foram selecionados artigos experimentais e revisdes que contemplavam
estudos in vivo e in vitro de propriedades biolégicas dos metabdlitos secundarios do
morango, sendo adotados como critérios de exclusao artigos de validagao analitica para
analise fitoquimica ou estudos de caracterizacdo quimica de extratos e seus derivados
sem aplicagao bioldgica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o seu perfil nutricional, o morango representa uma escolha alimentar
saudavel. Em relacdo aos seus metabdlitos primarios, por exemplo, o teor de de frutose
pode contribuir na regulagdo da glicemia e, o teor de fibras contribui para o controle da
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ingestdo de calorias devido ao seu efeito saciante. Em menor grau, morangos sao uma
fonte de acidos graxos essenciais saudaveis, visto que ja foi demonstrado que o 6leo
de semente de morango € rico em acidos graxos insaturados (aproximadamente 72%
acidos graxos poli-insaturados). Ainda ha presenga de carotenoides, tocoferdis e outras
vitaminas lipossoluveis que ja foram identificadas em morangos (GIAMPIERI et al., 2012).

Ha um grande interesse nos morangos por causa do seu elevado teor de vitamina C
que, associada a presenga do acido félico desempenham uma fungéo fisiolégica importante
e, enfatizam que o teor desses micronutrientes é superior nos frutos de morango, quando
comparado a outros frutos (GIAMPIERI et al., 2012). Além disso, 0 morango, embora em
menor escala, € uma fonte de varias outras vitaminas, como a tiamina, riboflavina, niacina,
piridoxina, vitamina K e vitamina A. Também constituem uma fonte rica em manganés,
iodo, magnésio, cobre, ferro e fosforo. Entretanto, seus principais beneficios a saude
humana estdo relacionados a presenga de compostos nédo nutritivos, denominados de
metabdlitos secundarios, com maior énfase para os polifendis. Esta classe inclui uma

gama de compostos, sendo os principais discutidos a seguir.

3.1 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos importantes encontrados em muitas plantas e,
combinados com carotenoides ou clorofilas, sdo responsaveis pela coloragdo vermelha,
roxa e azul de algumas frutas, folhas e sementes. Nos morangos, ja foram descritos
mais de 25 pigmentos de antocianina. Além de suas propriedades corantes, as
antocianinas contribuem para uma ampla gama de atividades biologicas, exibindo efeitos
anticancerigenos, anti-inflamatérios, antioxidantes, farmacolégicos e quimioprotetores
(MIAO et al., 2016).

Como as antocianinas sdo um dos principais componentes bioativos dos morangos, 0os
cientistas de alimentos conduziram analises abrangentes para quantifica-las e caracteriza-
las. Avia biossintética das antocianinas e dos flavonoides tem sido extensamente elucidada
em morangos nos niveis bioquimico e molecular (SCHAART et al., 2013), também ha
enzimas estruturais, como por exemplo a antocianidina sintase (ANS), que proporcionam
ao vegetal diferentes intermediarios e diferentes classes de flavonoides (XU et al., 2014).
Muitos estudos determinaram o teor total de antocianinas, relatando valores de 150 a 800
mg/kg de massa fresca, estando as variagdes interligadas aos fatores edafoclimaticos e
variante (GIAMPIERI et al., 2012).

A pelargonidina-3-glicosideo (Fig. 1) € a principal antocianina em morangos
independente de fatores genéticos e ambientais, e a presencga de cianidina-3-glicosideo
parece ser constante em morangos, embora apenas em menores proporgoes.
Estruturalmente, as antocininas sdo formadas por uma por¢édo aglicona ligada a um
agucar, podendo apresentar ou ndo um grupamento acido. Conforme ilustrado na Fig. 1,
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o grupamento aglicona, pelargonidina, esta marcado em preto e a porg¢ao glicosidica em
azul. Embora a glicose parega ser o agucar substituto mais comum em antocianinas de
morango, rutinose, arabinose e conjugados de ramnose foram encontrados em algumas

cultivares de morangos (AABY et al., 2012).

Figura 1 — Estrutura molecular da pelargonidina-3-glicosideo

Estudos sobre a biodisponibilidade de antocianinas em humanos demonstram
que estes compostos sdo absorvidos ~ 0,1% das quantidades consumidas, ou ainda
menos. Foram detectadas na urina dentro de 24 horas de consumo, sendo detectadas
concentragdes inferiores no plasma. No estémago, o pH acido mantém as antocianinas
na forma estavel de cation, de modo que uma quantidade limitada pode ser rapidamente
absorvida no estdmago apds a ingestao, através de um mecanismo que poderia implicar
a bilitranslocase (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014; DEL RIO et al., 2013; GIAMPIERI et
al., 2012, 2013). As caracteristicas quimicas das antocianinas influenciam na absorcéo e
excregao, provavelmente por ser uma molécula muito grande quando associada a uma

porcao de agucar (in natura).
3.2 Elagitaninos

Os elagitaninos sao combinacbdes diferentes de acido galico e acido hexa-
hidroxidifénico com glicose, com uma vasta gama de estruturas tais como monémeros
(glicosideos do acido elagico), oligdmeros (elagitanino mais tipico no morango) e polimeros
complexos. Juntamente com os galotaninos, sdo denominados taninos hidrolisaveis e,
apos a hidrolise, liberam acido elagico.

Embora elagitaninos tenham sido frequentemente identificados como principios
ativos em plantas medicinais, o conteudo e a composi¢ao desses compostos em alimentos
foram caracterizados apenas recentemente. Ha relatos que o conteudo de elagitaninos
em morangos varia entre 25 a 59 mg/100 g em amostras frescas (GIAMPIERI et al.,
2012). Apesar dessas consideragdes, poucos estudos identificaram e quantificaram os

elagitaninos, sendo que o mais representativo o sanguiin H-6 (SH-6) (Fig. 2).
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Figura 2 - Estrutura molecular do sanguiin H-6 (SH-6)

Um estudo investigou os efeitos do SH-6, na indugao de apoptose e as vias de
sinalizac&o relacionadas em células de carcinoma ovariano humano (linhagem A2780). O
SH-6 causou um efeito antiproliferativo e uma alteracdo morfolégica severa semelhante
a da morte celular por apoptose, mas nao foram evidenciados efeitos na parada do ciclo
celular. Além disso, o SH-6 induziu um efeito apoptético precoce e ativacdo de caspases,
bem como a clivagem de PARP - Poly (ADP-ribose) Polymerase, caracteristica da
apoptose. As porcentagens iniciais de apoptose de células expostas a 20 e 40 uyM de
SH-6 foram de 35,39% e 41,76%, respectivamente. Além disso, o SH-6 causou a ativacao
de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs), especialmente p38, que estimula
a proliferagao celular, desencadeando a mitose (LEE et al., 2016). Em sua estrutura,
a molécula do SH-6 apresenta um grande numero de anéis aromaticos e hidroxilas
livres, sustentando a hipotese de sua alta capacidade antioxidante. Tendo em vista suas
promissoras atividades e impacto positivo na saude humana, mais estudos devem ser
dedicados a este campo.

Dados farmacocinéticos dos elagitaninos provenientes da dieta sao limitados,
encontrando-se resultados somente apds consumo de uma dose unica de outras bagas,
framboesas vermelhas e pretas. Um quadro complexo surgiu mostrando que elagitaninos
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sdo absorvidos no jejuno, onde s&o hidrolisados em &cido elagico devido ao pH neutro
fisiolégico desta porgao do trato gastrointestinal. O acido elagico parece ser absorvido
através da membrana apical do enterocito e rapidamente conjugado. Posteriormente,
os metabdlitos do acido elagico passam por biotransformagdes hepaticas de fase I,
produzindo um grupo especifico de formas conjugadas, caracterizado pela rapida cinética
do pico plasmatico e excrec¢do urinaria, uma vez que tenham entrado na circulagao. Dentro
do lumen intestinal, a maioria dos elagitaninos é submetida a transformagao da microbiota,
resultando na producao de derivados comumente conhecidos como urolitinas (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2014; DEL RIO et al., 2013; GIAMPIERI et al., 2012, 2013). Deve ser
tomado em conta que diferentes estirpes de microrganismos compdem a microbiota, em
diferentes individuos, que sao responsaveis pela variabilidade interindividual consistente
na produgao in vivo desses metabdlitos, o que torna o metabolismo dos elagitaninos um

tema de alta complexidade.

3.3 Efeitos in vitro e in vivo de morango e seus metabolitos secundarios: beneficios

para a saude humana

Como visto, os polifendis estdo entre os compostos bioativos mais importantes e
conhecidos presentes nas frutas, especialmente bagas. Nos ultimos anos, varias pesquisas
foram realizadas para delinear a atividade bioldégica que estes compostos exercem na
manuteng¢ao do bem-estar e na prevencao de uma enorme variedade de DCNTs e, até
mesmo de componente autoimune. Embora as bagas sejam um dos alimentos mais ricos
em antioxidantes, a potencial eficacia dos polifendis esta atualmente recebendo ampla
atencao, a maioria dos dados da literatura cientifica ainda séo obtidos de estudos in vitro.
Nisso, uma das areas de pesquisa mais interessantes se concentra nos efeitos in vitro
desses compostos na saude da pele.

Apele é sempre exposta a uma a uma diversidade de produtos quimicos, genotoxicos,
radiacdo e agentes ambientais que contribuem para o envelhecimento, doencgas e
carcinogénese (KAMMEYER; LUITEN, 2015). Uma ampla gama de polifendis antioxidantes
possuem efeitos cutdneos protetores e tém sido explorados como alternativa terapéutica
tanto por via topica, quanto por via sistémica, considerando o mecanismo de absorgao
cutanea. (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014). Resultados, in vitro, demonstraram o potencial
efeito clareador da pele de extratos etandlicos de frutos imaturos e maduros de morango.
Neste estudo, os extratos demonstraram inibir a melanogénese significativamente. A
analise quimica destes extratos apontou para a presenca de pelargonidina-3-glicosideo,
pelargonidina-3-rutinosideo, epicatequina, quercetina, acidos elagico e neoclorogénico
(ZHU et al., 2015).

Giampieri e colaboradores (2013) analisaram a capacidade protetora in vitro de um
extrato de morango rico em antocianinas sob fibroblastos dérmicos humanos expostos

a radiacdo UVA. A radiagao UVA penetra na derme causando danos oxidativos ao gerar
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especies reativas de oxigénio (ROS). Neste estudo, a incubagéo por 24 h com 0,5 mg/
mL de extrato de morango levou a atividade fotoprotetora na linhagem celular avaliada
(HuDe), comprovada pelo aumento da viabilidade celular e diminuicdo do dano ao DNA de
forma dose-dependente, quando comparado ao controle células na auséncia do extrato
(GIAMPIERI et al., 2013). Outros pesquisadores, apontaram que 1 mg de quercitrina,
uma forma glicosilada de quercitina, em células epidérmicas de camundongos diminuiu
a geracao de ROS induzida pela irradiacdo UVB e restaurou a expressao de catalase,
levando a uma redugao do dano oxidativo ao DNA, apoptose e protecdo da pele contra
inflamacéo (YIN et al., 2013). Estes resultados indicam que polifendis podem ter efeitos
protetores sobre as células dérmicas in vitro, sugerindo que potencialmente sédo uteis na
protecado de células dérmicas humanas contra varios dos agentes toxicos e comprimentos
de radiagcdo aos quais a pele é frequentemente exposta.

No entanto, ensaios in vitro sao frequentemente realizados em condigbes experimentais
ndo comparaveis com as situagdes in vivo. Com este ponto critico tomado em conta,
nos ultimos anos varios estudos foram realizados out in vivo, em ambas as condi¢des
fisiologicas e patoldgicas, selecionando variedades de morangos particularmente ricas
em compostos fendlicos, principalmente antocianinas.

A obesidade e o estresse oxidativo podem estar presentes em idades mais
jovens e a exposi¢cao persistente a inflamagao sistémica pode resultar no surgimento
e desenvolvimento de doencga cardiovascular (DCV) (HUANG et al., 2015). Evidéncias
sugerem que a adigdo de alimentos ricos em polifendis na dieta pode melhorar os
fatores de risco para DCV, inibindo inflamagédo e agregacao plaquetaria, melhorando a
funcao endotelial, o perfil lipidico plasmatico, aumentando a resisténcia a oxidagao das
LDL através da eliminagcédo de radicais livres. O consumo regular de antocianina possui
efeito dislipidémico, observaram que em mulheres jovens ou de meia-idade (25 a 42
anos) a reducgao do risco de infarto do miocardio estava associada a elevada ingestao
de antocianinas (CASSIDY et al., 2013). Outro grupo mostrou que o consumo diario de
500 g de morangos por 1 més em jovens saudaveis foi associado a melhora geral do
perfil lipidico sérico dos individuos, através da redugao dos niveis de colesterol total,
LDL e triglicérides, indicando que alguns dos constituintes da fruta, como vitamina C
e antocianinas, podem modificar favoravelmente o perfil lipidico plasmatico (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2014). Ja in vitro, extratos aquosos e etandlicos de frutos imaturos e
maduros apresentaram significativa atividade antilipase e inibicdo da diferenciagcéo de
adipécitos (células murinas 3T3-L1), sugerindo assim o efeito antiobesidade desses frutos
(ZHU et al., 2015). Portanto, de acordo esses resultados, os polifendis parecem exercer
efeitos in vitro e in vivo na prevencéao do risco de DCV, explicando em parte o papel protetor
de uma dieta abundante em vegetais e frutas na prevencéo de doencgas cardiovasculares
e outras doencgas cronicas mediadas pelo estresse oxidativo.

Um ensaio preliminar com ratos alimentados com morangos, avaliou o possivel papel
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dos morangos na melhoria do processo de envelhecimento. Em geral, apds 2 meses de
consumo de 15% de morango na dieta, ha uma redugao do dano oxidativo fisiolégico nos
niveistecidual, celulare subcelular,bem comoumaumentonos biomarcadores antioxidantes
e uma melhora no perfil lipidico. Uma dieta enriquecida com morangos também determinou
a reducao do estresse oxidativo nas mitocéndrias do figado, melhorando a funcionalidade
e o desempenho respiratorio dos animais (GIAMPIERI; ALVAREZ-SUAREZ; BATTINO,
2014). Esses resultados estdo de acordo com um experimento com em ratos idosos (40
semanas), onde foi demonstrado que a ingestao de polifendis (75 mg/kg de peso corporal)
resultou em diminui¢cdo da produgao de ROS, aumento da defesa antioxidante e prevencao
de danos mitocondriais relacionadas a idade (CHARLES et al., 2013). Em ambos estudos
se utilizou doxorrubicina para gerar numeros elevados de ROS e, obtiveram resultados
qgue confirmam o possivel beneficio para a saude de compostos bioativos in vivo contra
o estresse oxidativo, também em condi¢bes fisioldgicas caracterizadas por um maior
nivel de estresse oxidativo produzido pelo envelhecimento ou em situagdes patolégicas
causadas pela administracdo de agentes oxidantes.

Em relacdo aos estudos intervencionais em humanos existentes, destaca-se a
suplementacdo com polifenol e as possiveis variagcbes nos marcadores celulares e
plasmaticos do status antioxidante em individuos jovens e de meia-idade. Em jovens
saudaveis a capacidade antioxidante total e, a concentragdo de vitamina C no soro
dos individuos, sao significativamente aumentadas apds o consumo de 300 g de
morangos frescos (AZZINI et al., 2010). Adicionalmente, uma redugdo concomitante nos
biomarcadores oxidativos tanto na urina como no plasma foi encontrada apés o consumo
de 500 g de morangos por 1 més (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014). Também foi avaliado o
efeito geral de um consumo diario de morangos por 2 semanas, onde mostrou que além de
um aumento moderado na capacidade antioxidante do plasma em jejum e na concentragao
sérica de vitamina C, ocorreu concomitantemente um aumento significativo na fase de
retardo da oxidacao dos lipidios plasmaticos e na resisténcia a hemolise oxidativa. Pela
primeira vez, o aumento da ingestdo de morangos por apenas duas semanas mostrou ser
suficiente para atenuar a mortalidade de células mononucleares apds a exposi¢éo ex vivo
a um unico estresse oxidativo agudo (TULIPANI et al., 2014). Estes resultados sugerem
qgue um consumo regular de morangos pode melhorar as defesas do corpo contra os
desafios oxidativos

Também in vivo, demonstraram que os polifendis podem ter uma funcéo preventiva
contra o progresso de ulceragdes gastricas, erosdes e cancer estomacal. Um ensaio
com ratos foi realizado para examinar os efeitos protetores e antioxidantes do morango
em relagdo a lesdo da mucosa gastrica induzida pelo etanol. O consumo de morango
(40 mg/dia/kg) foi capaz de proteger contra o papel deletério do etanol, aumentar
significativamente as atividades das enzimas antioxidantes e diminuir, ao mesmo tempo,

a peroxidagao lipidica gastrica. Além disso, a porcentagem de inibi¢do do indice de ulcera
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se correlacionou significativamente com o teor total de antocianinas (ALVAREZ-SUAREZ
et al., 2011). Similarmente, resultados apontam que a suplementagdo de diferentes
quantidades de antocianinas (12,5, 25, 50, 100 ou 200 pug /mL) exerce um efeito anti-
inflamatorio nas células epiteliais gastricas infectadas por Helicobacter pylori, diminuindo
a concentragao de ROS e inibindo a fosforilagdo de proteinas quinases mitégeno-ativadas
(KIM et al., 2013). Com base nessa evidéncia, o potencial dos polifendis pode ser levado
em conta na prevencdo e no tratamento de lesdes gastricas subagudas cronicas. A
ingestdo de uma dieta rica em compostos bioativos poderia prevenir ou entdo melhorar
estados patologicos do estbmago, bem como atenuar o dano da mucosa gastrica, cura ou
diminuicdo da formagao de ulceras, efeitos colaterais da ingestdo subaguda crénica de
alcool, gastrite ndo inflamatéria relacionada a anti-inflamator  s.

Existe um possivel papel positivo dos polifendis nos transtornos metabdlicos crénicos,
onde podem conferir protegao antioxidante de forma indireta com a ativagao de sistemas
endogenos de defesa, principalmente com a modulagédo da expressao de algumas enzimas
antioxidantes, esse fato pode explicar em parte o aumento de enzimas antioxidantes
encontradas em estudos in vivo. (GIAMPIERI; ALVAREZ-SUAREZ; BATTINO, 2014). Na
prevencao e no tratamento do cancer, os polifendis também exercem papel importante,
pois estendem suas propriedades além da antioxidagdo até a modulacdo da sinalizacao
celular, o que fornece uma viséo interessante de suas propriedades anticancerigenas em
potencial. Varias investigagdes recentes também apoiaram sua fungdo como moduladores
de processos celulares relacionados com o crescimento do cancer: evidéncias in vitro e
in vivo indicam que os fendlicos podem modular a sinalizagao celular na célula cancerosa
inibindo a proliferagcao dessas células através da desmetilacdo de genes supressores de
tumor, induzindo a parada do ciclo celular e apoptose e suprimindo a angiogénese tumoral
(WANG et al., 2013).

41 CONCLUSAO

Os frutos de morango possuem uma composi¢ao nutricional notavel e amplo
potencial terapéutico na prevengao de DCNTs por constituirem uma fonte rica em
compostos fendlicos. Dentre estes, antocianinas e elagitaninos desempenham acgao
antioxidante importante, previnindo e inibindo os danos causados as estruturas bioldgicas
pelos radicais livres. No que tange as doencgas crbénicas associadas a obesidade, estes
compostos autam na promogao da saude através da melhora de indicadores bioldgicos,
como a reducgao da oxidacao lipidica e niveis de colesterol, resultando no retardo do
surgimento das doengas cardiovasculares, por exemplo.

Recentemente, ensaios pré-clinicos com modelo animal focadas em transmutar
as evidéncias in vitro em resultados in vivo, estdao aumentando. Os resultados podem

ser ferramentas muito importantes para entender os mecanismos que regem a
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biodisponibilidade de fitoquimicos de morango para o desenvolvimento de novos produtos
alimenticios funcionais que poderiam levar os consumidores a obter mais beneficios para
a saude com o consumo de morango.
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RESUMO: O estudo teve como objetivo
analisar na literatura as principais indicagdes
terapéuticas da Amburana cearensis;, e
descrever os principais compostos quimicos
e partes da planta usada. Trata-se de uma
revisdo da literatura que foi desenvolvida
entre os meses de agosto a outubro de 2019.
Foram selecionados os artigos disponiveis na
Biblioteca Eletrénica de Dados do Scientific
Electronic Library Online (SciELO), na base de
dados eletrbnica da Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
através da Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e
em Revistas Eletronicas disponiveis no Google
académico. Utilizaram-se como critérios de
inclusdo artigos cientificos que responderam a
questdo norteadora, que estivessem na lingua

portuguesa e inglesa, disponiveis na integra e
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gratuitamente nas bases de dados selecionadas no periodo de 2009 a 2019. Os resultados
evidenciaram que a planta A. cearensis apresenta compostos quimicos cujo principio ativo
principal € a cumarina além de possuir outros compostos como acidos protocatecuico,
flavondides(isocampferideos, campferol, afrormosina, 4’-metoxi-fisetina e queticina), e
glicosideos fendlicos (amburosideo A e Amburosideo B), Além disso, a parte usada da planta
sao as sementes e a casca do caule. Seu uso caseiro foi comprovado cientificamente a partir
do extrato hidroalcodlico da casca do caule da planta. Conclui-se que a planta A. cearensis
tem indicagbes terapéuticas anti-inflamatérias, antioxidante, antinociceptiva, efeito relaxante
no musculo traqueal, broncodilatadora e antiespasmoddica, além de ndo apresentarem
toxicidade em doses usuais.

PALAVRAS-CHAVES: Indicagbes terapéuticas. Amburana cearensis. Plantas medicinais.
Farmacobotanica. Uso popular.

THERAPEUTIC INDICATIONS OF AMBURANA CEARENSIS (ALLEM.) A. C. SMITH: A
REVIEW

ABSTRACT: The study aimed to analyze the literature as the main therapeutic indications for
Amburana cearensis; and describe the main chemical compounds and parts of the plant used.
This is a literature review that was developed between the months of August and October
2019. The articles available in the Electronic Data Library of the Electronic Scientific Library
Online (SciELO) were selected from the electronic database of Latin American Literature and
the Caribbean in Health Sciences (LILACS), through the Virtual Health Library (VHL) and in
Electronic Journals available on Google academic. Used as including scientific articles that
answer guiding questions, which were informed in Portuguese and English, available in full
and free of charge in the selected databases from 2009 to 2019. The results evidenced by the
plant A. cearensis presented chemical compounds whose principle The main active ingredient
is coumarin, in addition to using other compounds such as protein protectors, flavonoids
(isocampferids, campferol, afrormosin, 4’-methoxy-physetine and chemicals), and phenolic
glycosides (amburid A and amburid B). In addition, a used part of plant are like seeds and
stem bark. Its homemade use has been scientifically proven from the hydroalcoholic extract
of the bark of the plant stem. It is concluded that the plant A. cearensis has anti-inflammator |,
antioxidant, antinociceptive therapies, relaxing effect on the tracheal muscle, bronchodilator
and antispasmodic, besides not presenting toxicity in usual doses.

KEYWORDS: Therapeutic indications. Amburana cearensis. Medicinal plants.
Pharmacobotany. Use popular.

11 INTRODUGCAO

As plantas medicinais retribuem as mais antigas armas empregadas pelo homem

no tratamento das doencgas de todos os tipos, ou seja, o uso das plantas na prevengao
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e/ou na cura de doencgas € um costume que sempre existiu na histéria da populacgao.
E com isso as plantas medicinais representam a principal matéria médica no uso das
chamadas “medicinas tradicionais”, que também pode ser ndo ocidentais, em suas praticas
terapéuticas, constituindo a medicina popular a que utiliza o0 maior numero de espécies
diferentes (Firmo et al., 2011).

Dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), diz que 80% da populagdo mundial
nao tém acesso ao atendimento primario a saude e recorrem a medicina tradicional,
especialmente as plantas medicinais, procurando a cura para muitas doengas. Essa pratica
€ resultado do conhecimento popular repassada ao longo do tempo numa construgao
histérico-social de cada individuo (Araujo et al., 2014).

Assim, devido ao Brasil ser conhecido internacionalmente por possuir a maior reserva
florestal diversificada do planeta, tendo assim muitas plantas de interesse medicinal. De
acordo Lorenzi & Matos (2008) a Amburana cearensis (Allem) A.C. Smith é uma arvore
de caule ereto com até 20 metros de altura e pertencente a familia Fabaceae. A espécie
€ também conhecida como cerejeira e, devido a qualidade de sua madeira, tém sido
explorada na movelaria fina, esculturas e marcenaria em geral, estando listada como
espécie ameacgada de extingao (Ibama, 1992).

A Amburana cearensis (A. cearensis) € considerada uma planta nativa da caatinga
nordestina e € também encontrada nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Tocantins
e da regido Centro-Oeste. Por outro lado, a Amburana acreana tem sua distribuicao
restrita ao sudoeste da floresta amazénica (Ronddnia, Acre e Amazonas). Ha registros de
sua ocorréncia em outros paises como no norte da Argentina, sul da Bolivia e nordeste do
Paraguai e Peru (Leite, 2005).

Para Canuto (2007) A. cearensis pertence a familia Fabaceae, também conhecida
como Leguminoseae, e recebe diferentes designagdes populares como ambaurana, baru,
cumaru-do-ceara, cumaru-das-caatingas, imburana-de-cheiro, louro-inga, umburana,
angelim, cerejeira-rajada, cumaré, roble criollo, tumi e palo trébol.

Neste sentido, devido ao uso terapéutico pela populagado de forma empirica, tornou-
se indispensavel a realizagcdo de estudos cientificos que justificassem a indicagédo da A.
cearensis para o tratamento de afec¢des respiratorias. Assim, desde o inicio dos anos de
1980, estudos quimicos e farmacoldgicos tém sido realizados, visando o aproveitamento
desta planta para fins medicinais (Leal et al., 2003).

Em um estudo clinico do xarope de cumaru realizado com voluntarios sadios do
sexo masculino revelaram que a administragao diaria (2 vezes ao dia) do produto,
durante 28 dias, causou variagdes em alguns parametros bioquimicos ou hematoldgicos
(hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, sédio, bilirrubina, ureia), contudo, esses valores
retornaram aos niveis normais, durante ou logo apés o estudo (Soares et al., 2007).

Estudos apontam para a importancia da planta como fitoterapico, sendo que ja
existem alguns produtos comerciais cujo principio ativo principal € a cumarina. Além da
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cumarina, outros compostos pouco explorados em relagdo as suas atividades bioldgicas,
tais como glicerideos dos acidos palmitico, linoleico, oleico e estearico, obtidos da semente
da planta, tém sido pesquisados (Lorenzi & Matos, 2008).

Neste ensejo, a relevancia baseia-se ao fato que a Amburana cearensis € uma
planta com propriedades medicinais com varias finalidades. Esse trabalho foi motivado
pelo anseio do aumento dos conhecimentos sobre as formas de uso, partes utilizadas
e indicagbes terapéuticas da planta. O estudo fortalecera a utilizacdo da Amburana
cearensis como alternativa terapéutica segura e adequada para as pessoas que fazem
uso da mesma.

A pesquisa teve como objetivos analisar na literatura as principais indicagdes
terapéuticas da Amburana cearensis; e descrever 0os principais compostos quimicos e

partes da planta usada.

2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de revisdo bibliografica acerca das principais indicacdes
terapéuticas da Amburana cearensis. De acordo com Lakatos & Marconi (2014), pesquisa
bibliografica ou de fontes secundaria é aquela desenvolvida com base em materiais ja
publicados em livros, revistas, redes eletrdnicas, e que estdo acessiveis a populagdo em
geral.

Este estudo de reviséo bibliografica foi operacionalizado por cinco etapas as quais
estao estreitamente interligadas: elaboragcédo da pergunta norteadora, busca na literatura,
coleta de dados, analise critica e discussao dos resultados, e apresentacao da revisao
integrativa.

Para o desenvolvimento do estudo, foi realizado um levantamento nas bases de
dados: Scientific Electronic Library Online (SciELO), Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e no Google
académico. Nestas bases, utilizaram-se os descritores: Amburana cearensis, Amburana-
de-cheiro e Atividade farmacolégica. A revisdo compreendeu estudos no periodo de 2009
a 2019.

Para a realizagao desta revisao foram incluidos artigos cientificos que responderam
a questdo norteadora, que estivessem na lingua portuguesa e inglesa, disponiveis na
integra e gratuitamente nas bases de dados selecionadas. Sendo excluidos os estudos
cujo ano de publicagao foi inferior a 2009 e artigos que se apresentaram fora dos critérios
de inclusao.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
ApoOs o enquadramento dos critérios de inclusdo, selecionou-se 35 artigos, destes
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foram excluidos 10 artigos ndo se enquadram na tematica, 09 artigos que nao estavam
disponiveis na integra, 05 artigos estavam fora do periodo estabelecido para analise dos
dados, e por fim 1 artigos foram selecionados para discussao.

A partir do estudo dos artigos estabeleceram-se variaveis relevantes para observagao

das producdes cientificas relacionadas a pesquisa, conforme des rito na Tabela 1.

VARIAVEIS N %

ANO DE PUBLICACAO

2010 03 27,27

20M
01 9,09

2013
01 9,09

2014
02 18,18

2016
02 18,18

2017
2019 01 9,09
01 9,09

ABORDAGEM METODOLOGICA
Estudo quantitativo 03 27,27
Estudo de revisao da literatura 02 18,18
Estudo experimental quantitativo 03 27,27
Estudo quantitativo-qualitativo 01 9,09
Pesquisa experimental 02 18,18
REGIAO GEOGRAFICA

Sudeste 04 36,36
Sul 01 9,09
Nordeste 03 27,27
Exterior 03 27,27

Tabela 1: Distribuigdo das produgdes cientificas segundo o ano de publicagdo, abordagem
metodologica e regido geografica (N= 1).

Fonte: Prépria (2019)

Em relagdo a apresentacao dos resultados dos dados avaliados apos o levantamento
bibliografico, considerou-se os itens acima para a descrigdo das informacgdes relevantes
ao estudo. Observou-se na Tabela 1, que o ano com o maior numero de publicagdes foi
2010, representando (27,27%), seguindo dos anos de 2014 e 2016 com duas publicagdes,
representando (18,18%) cada ano. Os demais tiveram uma publicagcdo cada ano,
representando (9,09%) cada um deles. Com base no ano das publicagdes selecionadas,
verificou-se que nao houve crescimento sobre a tematica voltada para o uso terapéutico.

Com relagao a abordagem metodoldgica, a que predominou foi a pesquisa quantitativa
com 3 publicagdes, representando (27,27%) da literatura pesquisada. Seguido de estudo
experimental quantitativo com também 3 publicacdes selecionadas, representando
(27,27%). Ressalta-se que a abordagem quantitativa se centra na objetividade e
influenciada pelo positivismo, considera que a realidade s6 pode ser compreendida com




base na analise de dados brutos, recolhidos com o auxilio de instrumentos padronizados
e neutros.

Em se tratando da regido geografica, a maioria dos trabalhos foi realizada na regido
sudeste (36,36%), da regidao nordeste foram selecionados 3 artigos (27,27%) e a regiao
Sul teve somente um artigo selecionado apenas uma publicagdo selecionada (9,09%).
Além disso, trés artigos selecionados foram realizados no exterior (36,36%)

ATabela 2 evidencia os periodicos e bases de dados mais relevantes para arealizagao
da classificagdo dos artigos que compdéem o estudo

VARIAVEIS N %
PERIODICO
Orbital: Electron. J. Chem 01 9,09
Scientia Plena 01 9,09
Congresso Internacional da Diversidade do Semiarido 01 9,09
Quim. Nova 01 9,09
Phytomedicine 01 9,09
Journal of Ethnopharmacology 01 9,09
Rev. Bras. PIl. Med 02 18,18
Revista Verde 01 9,09
Revista Brasileira de Pesquisa em Ciéncias da Saude 01 9,09
Evid Based Complement Alternat Med 01 9,09
BASE DE DADOS
Google Académico 05 45,45
SciELO 04 36,36
MEDLINE 02 18,18

Tabela 2: Classificagdo dos artigos publicados conforme os periédicos e bases de dados

Fonte: Prépria (2019)

A tabela 2 apontou que a revista Rev. Bras. Pl. Med teve dois artigos selecionados.
A Revista Brasileira de Plantas Medicinais (RBPM) foi iniciada em outubro de 1998 e
contempla as grandes areas do estudo multidisciplinar de plantas medicinais. As demais
revistas cada uma representaram o percentual de (9,09%).

Com relacéo a base de dados, a maior parte dos artigos estao disponiveis no Google
Académico, representando (45,45%), seguido da biblioteca eletrénica de dados do SciELO
com percentual de (36,36%) e por fim a base de dados da MEDLINE com 2 publicagdes,
representando (18,18%).

O Quadro 1 abaixo discorre acerca das principais abordagens envolvendo as

indicagdes terapéuticas da Amburana cearensis.
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Ne° AUTORES

TiTULO

OBJETIVOS DO ESTUDO

Almeida et al.
(2010)

Amburana cearensis - uma revisao
quimica e farmacoldgica.

Conhecer a composig¢ao quimica
e as principais atividades
farmacolégicas atribuidas a esta
espécie vegetal.

Canuto et al.
(2010)

Estudo fitoquimico de espécies
cultivados de Cumaru (Amburana
cearensis A. C. SMITH).

Proporcionar o isolamento de dez

compostos, dos quais quatro foram

identificados pela primeira vez no
tdxon Amburana.

Roque et al.
(2010)

Uso e diversidade de plantas
medicinais da Caatinga na
comunidade rural de Laginhas,
municipio de Caicé, Rio Grande do
Norte (nordeste do Brasil).

Identificar as formas de uso de
plantas medicinais nativas do
bioma Caatinga, em comunidade
rural no municipio de Caicé, Rio
Grande do Norte
(Nordeste do Brasil).

Leal et al.
(2011)

Um estudo quimico e farmacoldgico
comparativo de extratos padronizados
e acido vanilico de Amburana
cearensis A.C. Smith selvagem e
cultivado.

Realizar um estudo quimico
comparativo e avaliar as atividades
antinociceptivas e antiinflamatérias
de extratos de etanol (EtOHE) e
acido vanilico (VA) de cultivadas
Amburana cearensis A.C. Smith
(Fabaceae), espécie ameagada
de extingdo usada no nordeste do
Brasil para o tratamento da asma.

Lima et al.
(2013)

Avaliagéo da atividade
antiedematogénica, antimicrobiana
e mutagénica das sementes de
Amburana cearensis (A. C. Smith)
(Imburana-de-cheiro).

Avaliar os efeitos
antiedematogénico, antibacteriano
e mutagénico do extrato aquoso
das sementes de Amburana
cearensis.

Melo et al. (2014)

Atividade farmacoldgica da planta
amburana cearensis (imburana)
frente a estudo etnofarmacoldgico em
Monte Azul-MG.

Avaliar a incidéncia do uso do
conhecimento empirico da planta
Amburana cearensis, suas
principais indicagdes e seu estudo
entofarmacolégico em Monte Azul-
MG.

SA et al.
(2014)

Histoquimica e avaliagao preliminar
da atividade antibacteriana do
extrato de cloroférmio de Amburana
cearensis (Allemao) A.C. Sm.
contra estirpes produtoras de
carbapenemase de Klebsiella
pneumoniae.

Analisar a eficacia do extrato de
cloroférmio da casca do caule de
Amburana cearensis quanto a
atividade antibacteriana.

Alves et al.
(2016)

Aspectos quimicos e farmacolégicos
do cumaru
(Amburana Cearensis): um
fitoterapico proprio do semiarido.

Propde expor as caracteristicas
dessa planta, bem como expor
0s seus aspectos quimicos e
farmacolégicos, visto que a mesma
€ uma fonte de propriedades que
possuem a capacidade de tratar
doencas.

Santos et al.
(2016)

Avaliagdo da Atividade Antioxidante
dos Compostos Fendlicos Presentes
na Amburana cearensis.

Investigar a atividade antioxidante
dos constituintes fendlicos
presentes em Amburana
cearensis.

Pereira et al.

10 (2017)

O extrato de semente de Amburana
cearensis protege as mitocondrias
cerebrais do estresse oxidativo
e as células cerebelares da
excitotoxicidade induzida pelo
glutamato.

Avaliar o efeito neuroprotetor dos
extratos obtidos das sementes de
A. cearensis em culturas primarias
de células cerebelares submetidas

a excitotoxicidade induzida por
glutamato e mitocondrias cerebrais
submetidas ao estresse oxidativo.
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Avaliar uma possivel interferéncia
Silva et al. Ampurana cea_rensis A!Iem sob o alelopét.ica por ocasiéc_) da
11 (2019) efeito alelopatico de Pityrocarpa emergéncia e desenvolvimento
moniliformis. inicial das plantulas de A.
cearensis.

Quadro 1: Classificacao dos artigos conforme numero de ordem, autores/ano, titulos e objetivos.
Floriano, 2019.

Fonte:Prépria (2019).

No quadro acima podemos observar a preocupacéao de todos os autores em conhecer
a Amburana Cearensi. Os estudos buscam conhecer a composi¢céo quimica, as principais
atividades farmacoldgicas atribuidas a esta planta, partes mais utilizadas, formas de uso
e até possiveis interferéncias desse vegetal com outras drogas.

3.1 Uso terapéutico da Amburana cearensis

Sabe que as plantas medicinais tém alto consumo de forma empirica. Dessa forma, a
“‘umburana-de-cheiro” tem extenso uso na medicina popular, principalmente, no tratamento
de doengas como dor de barriga, reumatismo, tosse, bronquite e asma, lambedor ou
cha, no tratamento de resfriados, bronquites, gripes e asma. A casca do caule na forma
de banho é empregada contra dores reumaticas, enquanto as sementes séo utilizadas
no alivio sintomatico da dor-de-dente (Almeida et al., 2010). No estudo realizado por
Melo et al., (2014) identificou-se que a 92% a populagdo de Monte Azul-MG utiliza a
planta Amburana cearenses para tratar alguma doenga. Com relagao ao uso terapéutico,
verificou-se que a maioria utiliza para dor de barriga, bronquites, asmas e reumatismo e a
minoria utiliza para menopausa, hipertensao, gota e outras indicagdes.

Segundo os resultados do estudo de Lima et al., (2013) nao foi evidenciada atividade
antimicrobiana, contra as cepas de bactérias utilizadas, uma vez que o extrato aquoso das
sementes de Amburana cearensis nao inibiu o crescimento bacteriano nas concentragdes
e metodologia empregada. Os autores também enfatizam que devido ao uso difundido
da Amburana cearensis para fins terapéuticos, tornam relevante a realizagdo de estudos
cientificos que justificassem a sua indicagao para afecc¢des respiratérias. Ja que de acordo
com Canuto et al., (2010) a Amburana cearensis € indicada para o tratamento de afec¢des
respiratérias, é largamente utilizada na medicina popular no preparo de uma formulacao
caseira, chamada de “lambedor”, e também na producéo industrial do fitoterapico “xarope
de cumaru”.

O estudo experimental com animais realizado por Leal et al., (2011) identificou-se que
o acido vanilico (VA) de planta A. cearensis € responsavel pelos efeitos farmacoldgicos.
Neste estudo o efeito antinociceptivo ocorreu por um mecanismo parcialmente dependente
do sistema opioide, enquanto a acao anti-inflamatéria nos animais foi manifestada em

processos dependentes de células polimorfonucleares e provavelmente estao relacionados
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a inibicdo da VA citocinas.

De acordo com Pereira et al., (2017) os efeitos neuroprotetores dos extratos de
sementes de Amburana cearensis é considerado um potencial agente terapéutico no
tratamento e prevencgao de doengas neurodegenerativas. Alves et al., (2016) corroboram
ao destacarem que o dicumarol, outra cumarina encontrada na Amburana cearensis,
tem acdo hipoprotrombinica, atuando de forma competitiva com a vitamina K, através da
agao antagbénica com a enzima hepatica que participa na sintese da protrombina. Sendo
assim, em muitas atividades farmacoldgicas ja foram atribuidas as cumarinas, tais como:
hipotensiva, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral, antimalarica, leishmanicida e
anti-chagasica.

A eficacia sobre o uso plantas medicinais no tratamento de diversas doencgas e o
conhecimento sobre seu uso, preparo e parte do vegetal a ser utilizada sdo na grande
maioria das vezes transmitida de geragcdo em geracao de forma empirica e contribuem
para sua grande utilizagcdo por populagdes tradicionais. Os estudos cientificos veem

apenas confirmar a eficacia sobre seu us

3.2 Principais compostos quimicos e partes da planta usada

As cascas do caule e as sementes s&do empregadas na medicina caseira em varias
regides do pais, sobretudo no Nordeste. As cascas do caule sdo indicadas como também
como analgésico e espasmolitico. As sementes sao utilizadas na forma de decocto e
infuso como contra espasmos musculares (anti-espasméddicas), como emenagogas e
para o tratamento de doencgas reumaticas (Almeida et al., 2010). A casca do caule mais
utilizada é basicamente constituida de cumarina, responsavel pelo seu odor peculiar,
dos flavonoides isocampferidio, campferol e afrormosina, pelos glicosidios fendlicos
amburosidios A e B, dos acidos fendlicos, acido vanilico e acido protocatecuico, além de
guantidades abundantes de sacarose (Melo et al., 2014). As cumarinas presente no caule
da planta sdo provavelmente responsaveis, juntamente com outras substancias, pela
acao benéfica das infusdes das cascas e pela atividade broncodilatadora determinada
experimentalmente, validando cientificamente o uso popular e o tratamento caseiro,
especialmente em criangas e idosos (ROQUE &ROCHA, 2010).

De acordo com os resultados encontrados no estudo de Lima et al. (2013) aimburana-
de-cheiro, cerejeira ou cumaru do Ceara como € conhecida popularmente, apresenta
como caracteristicas botanicas porte regular, flores brancas, vagem achatada, seca e
escura, sementes pretas e arredondadas e a casca do caule vermelho- pardacento. As
sementes e a casca do caule possuem constituintes como a cumarina, que sao lactonas do
acido o-hidroxi-cindmico, com atividade anti-inflamatéria, anticoagulante, vasodilatadora,
espasmolitica e antitrombatica.

Os autores Santos et al. (2016) identificaram no estudo que o extrato etandlico de
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Amburana cearensis apresentou alta concentracdo de fenodis totais e grande atividade
antioxidante no experimento. Contudo, as demais fragcdes apresentaram menores
valores, sugerindo assim que n&o apenas as sementes que sdo ja bastante estudadas
como também as folhas da A. cearensis podem ser uma alternativa aos antioxidantes
sintéticos, na preparacgao de aditivos alimentar, bem como em preparacgdes farmacéuticas
e cosmeéticas. A eficacia do uso popular de A. cearensis € comprovada por estudos
farmacolégicos a partir do extrato hidroalcodlico da casca do caule e de alguns de seus
constituintes quimicos, os quais demonstraram atividades analgésicas, broncodilatadora
e anti-inflamataéria (Canuro., 2010)

Oestudode Leal etal. (2011) evidenciou que as plantas de A. cearensis cultivadas e as
selvagens tém perfis fitoquimicos semelhantes. Além disso, os extratos de etanol (EtOHE)
da planta cultivada, apresentou atividade farmacoldgica semelhante, em comparagao ao
EtOHE de planta selvagem. No estudo de Sa et al. (2014) o extrato de cloroférmio da
casca do caule de Amburana cearensis foi quimicamente caracterizado e testado quanto
a atividade antibacteriana. Dessa maneira, o estudo identificou que A. cearensis é uma
boa fonte de compostos metoxi-metilfenol, que podem ser rastreados quanto a atividade
antibacteriana contra bactérias resistentes a multiplas espécies de diferentes espécies.

De acordo com os resultados encontrados no estudo de Lima et al. (2013) a
cumaru do Ceara como € conhecida popularmente, apresenta como caracteristicas
botanicas porte regular, flores brancas, vagem achatada, seca e escura, sementes pretas
e arredondadas e a casca do caule vermelho- pardacento. As sementes e a casca do
caule possuem constituintes como a cumarina, que sao lactonas do acido o-hidroxi-
cinamico, com atividade anti-inflamatoria, anticoagulante, vasodilatadora, espasmolitica
e antitrombética. Para Roque et al., (2010) existem formas de preparo dos remédios
utilizados pelos especialistas locais que fogem dos métodos convencionais de preparo.
Das cascas do cumaru, sao feitas balas que sdo muito apreciadas por criancas e adultos,
mas que sdo remédios para sinusite.

Assim como outras espécies de vegetais, a Amburana Cearensis é largamente
utilizada na para fins terapéuticos e vem despertando o interesse de pesquisadores sobre

a sua agao farmacoldgica.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se afirmar com base na literatura pesquisada, que a planta Amburana cearensis
€ uma planta medicinal que teve seu uso caseiro comprovado cientificamente através de
estudos farmacolégicos a partir do extrato hidroalcodlico da casca do caule e de alguns
de seus constituintes quimicos.

Amburana cearensisem seus constituintes quimicos (acido protocatecuico, cumarinas,

flavondides, glicosideos fendlicos) possuem propriedades farmacoldgicas, incluindo-se
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atividades, anti-inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante e/ou efeito relaxante musculo
traqueal, broncodilatadora, antiespasmaodica, além de nao apresentarem toxicidade em
doses usuais. A Amburana cearensis, possui aspectos quimicos e farmacologicos de
grande importancia para a saude, visto que a mesma se trata de uma planta fitoterapica
Contudo, ressalta-se que a literatura ainda é escassa sobre a tematica. Sendo assim,
espera-se que os trabalhos futuros venham desenvolver medicamentos ou produtos
fitoterapicos a partir dos compostos quimicos extraidos da Amburana Cearensis.
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