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Resumo

O presente estudo teve como objetivo analisar a etapa de controle da qualidade da
droga e dos derivados vegetais, extrato aquoso (EBA) e o6leo essencial (oEd) de
folhas de Eugenia dysenterica Mart. DC., e realizar o desenvolvimento de
formulagbes contendo esses derivados vegetais para tratamento de lesdes
cutaneas. A atividade antimicrobiana in vitro do EBA e do oEd por meio da técnica
de difusdo em disco, poco e microdiluicdo foi avaliada frente ao microrganismo
Staphylococcus aureus, observando-se que EBA inibiu o crescimento microbiano
com concentragdo bactericida =2156,25ug/mL. A citotoxicidade celular foi
determinada empregando-se o método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-
Difenil Brometo de Tetrazolio (MTT) avaliando EBA, oEd e alfa-humuleno para as
linhagens HaCat, L929 e RAW 264.7, sendo observado que estes ndo foram
citotoxicos. A atividade anti-inflamatoria foi investigada in vitro usando macréfagos
estimulados por lipopolissascarideos e tratados com EBA, oEd e alfa-humuleno, os
quais exibiram inibicdo da produgédo de 6xido nitrico 249,87%. O potencial do EBA,
oEd e alfa-humuleno em promover a migracéo celular foi analisado com HaCat e
L929, destacando-se o0 Oleo essencial, 0 qual promoveu o fechamento das feridas
em 12 horas a menos em relagdo ao controle. Adicionalmente, para verificar a
seguranca de EBA, oEd e das formulagbes foram realizados in vivo o ensaio usando
a membrana cério-alantdide do ovo embrionado de galinha (HET-CAM), ficando
constatado que estes compostos nao sao irrritantes. Ainda utilizando o ensaio HET-
CAM foi verificado o potencial angiogénico de EBA, oEd e e das formulagbes, os
quais demonstraram acdo semelhante ao controle de estimulacdo (Regederm).
Microparticulas contendo EBA, obtidas por spray drying utilizando o biopolimero
quitosana foram entdo obtidas e caracterizadas quanto a morfologia, rendimento
(31,25%), diametro (19,69um) e potencial zeta (41,1+4,26mV). As microparticulas
obtidas apresentaram eficiéncia de encapsulagdo de 70,13% e caracteristicas
apropriadas para uso cutaneo. A veiculagdo de EBA em emulsdo manteve a
estabilidade do sistema por até 60 dias sob <8°C. A liberacdo da catequina procedeu
de maneira progressiva por 24 horas. O teste de permeacédo cutanea demonstrou
que a emulsado promoveu a penetragdo de catequina (13,56pg/cm?) na camada da
epiderme viavel, demonstrando atingir o sitio alvo, sendo possivel afirmar que a

emulsdo modula a penetracdo de catequina. Os estudos de estabilidade revelaram



gue o armazenamento da emulsao sob refrigeracdo aumenta o tempo de validade
do produto, pois indicaram resguardar o teor de catequina neste tipo de forma
farmacéutica. Portanto, a emulsdo com micropaticulas contendo EBA é uma
candidata para ser empregada para auxiliar o0 processo de tratamento
antimicrobiano, enquanto o 6leo demonstrou melhores resultados como anti-
inflamatdrio, promotor de reepitelizagdo e atividade angiogénica, sendo um
composto potencial candidato para cicatrizacdo de feridas, além de caracterizada
por ndo promover efeitos irritativos. As formas avaliadas visam a recuperacao de
pacientes com conforto e consequentemente maior adeséo ao tratamento, ademais,
podem promover a epitelizacdo do tecido por intermédio da agdo antimicrobiana,
anti-inflamatéria e cicatrizante, além de ser uma proposta inovadora e genuinamente

brasileira.

Palavras-chave: Eugenia dysenterica; medicamento fitoterapico; antibacteriano;

cicatrizante; anti-inflamatério; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

This study has as objective to analyze the quality control stage of the drug and its
plant derivatives, namely the aqueous extract (EBA) and the essential oil (0Ed) of the
leaves of Eugenia dysenterica Mart. DC., and to develop formulations containing
these plant derivatives for treatment of skin lesions. The in vitro antimicrobial activity
of EBA and oEd was evaluated against the Staphylococcus aureus using disk
diffusion, well and microdilution techniques. It was observed that EBA inhibited
microbial growth in bactericidal concentration 2156.25ug/mL. The cellular cytotoxicity
of EBA, oEd and alpha-humuleno for the lineages HaCat, L929 and RAW 264.7 was
determined by employing the colorimetric method 3-(4.5-Dimetiltiazol-2-il) 2.5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) and no cytotoxicity was observed. Inflammatory
activity was investigated in vitro by using lipopolysaccharides stimulated
macrophages treated with EBA, oEd and alpha-humuleno; all of them exhibited
inhibition of nitric oxide production at least 49.87%. The potential of EBA, oEd and
alpha-humuleno in promoting cellular migration was analyzed with the lineages
HaCat and L929, with emphasis to the essential oil, which promoted the wounds
closure 12 hours earlier compared to control. Moreover, for safety purposes, EBA,
oEd and formulations were tested in vivo using the Hen's Egg Test — Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM), concluding those compounds have not jeopardized the
chorioallantoic membrane. The HET-CAM assay also verified the EBA, oEd and
formulations angiogenic potential, which demonstrated similar action compared to
control (Regederm). EBA containing microparticles, that were obtained by spray
drying using the chitosan biopolymer, were characterized according to morphology,
yield (31.25%), diameter (19.69um) and Zeta potential (41,1+4,26mV). Those
microparticles presented 70.13% encapsulation efficiency and also characteristics
suitable for dermatologic use. The emulsion carried EBA maintained the system
stability for up to 60 days while under 8°c. The catechin release proceeded
progressively for 24 hours. Cutaneous permeation test demonstrated that the
emulsion promoted the catechin penetration (13,56pg/cm?) into the viable epidermis
layer and it is possible to say that the emulsion increases the catechin penetration.
Stability studies have shown that the emulsion refrigeration increases the product
durability, because they indicated the preservation of catechin content. Therefore,

emulsion with EBA containing microparticles may be an alternative option to assist



the antimicrobial treatment; while the oil demonstrated better results as anti-
inflammatory, reepithelialization promoter and pro-angiogenic, being a potential
compound for wound healing, while not promoting irritating effects. The evaluated
formulations focus on comfortable patients recovery, leading to better treatment
adherence. Furthermore, those formulations can promote the tissue epithelialization
throughout the antimicrobial, inflammatory and healing action. It is an innovative and

genuinely Brazilian proposal.

Key words: Eugenia dysenterica; herbal medicine; antibacterial; healing; anti-

inflammatory; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Atualmente é descrita uma grande variedade de metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas que atuam na primeira linha de suas defesas, tendo-se
revelado responsaveis por amplo espectro de atividades biologicas fundamentais
para o ser humano (1). InUmeras destas moléculas ja tiveram suas atividades
biolégicas comprovadas, incluindo os flavonoides e terpenos, dos quais a grande
maioria apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante
associadas a melhora de lesbes cutaneas (2-5).

O interesse no uso de plantas medicinais como recurso terapéutico esta
registrado na historia. Esta pratica terapéutica é documentada mundialmente,
reconhecida e valorizada a sua aplicacdo para manutencdo da saude (6-9). Desde
entdo, esforcos tém sido realizados para que estas moléculas bioativas sejam
exploradas de forma segura e eficaz, e assim, possibilitar a solidificacdo ao acesso a
este recurso terapéutico de maneira coerente, além de atender as recomendacfes
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e as politicas publicas de uso de
fitoterapicos brasileiras: Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (10-
14).

Visando contribiur com a busca de plantas com potencial terapéutico a
espécie Eugenia dysenterica Mart. DC. (Myrtaceae) € uma importante planta nativa
do Cerrado e de amplo uso tradicional, principalmente para fins medicinal e
alimenticio, esta planta é popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira (15).
Na medicina tradicional as folhas séo usadas para acdo antidiarreica e os frutos tém
propriedades laxativas (16). Nas folhas deste representante do género Eugenia, ja
foram identificadas diversas classes de compostos, como taninos, flavanoides,
saponinas, terpenos, cumarinas e suas atividades farmacol6gicas podem ser
atribuidas a estes compostos, sendo assim, a composi¢cdo mostra elevado potencial
para produzir novas formulagdes (16-18). A presenca destes metabdlitos pode estar
associada aos efeitos farmacoldgicos como antimicrobiano, antioxidante, modulador
de resposta imune dentre outros.

Estudos biolégicos apontam para o potencial de fontes de ativos advindos de

E. dysenterica comporem um possivel agente de uso dermatolégico elaborado a
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partir das folhas desta espécie. Moreira et al. (2017) avaliaram o extrato
hidroalcoolico e observaram potencial regeneracdo de células epiteliais apés
exposicao a raios ultravioletas (UVA) que penetram mais profundamente na pele,
além de consideravel inibicdo das enzimas tirosinase, elastase e colagenase,
atribuindo estas ac¢fes a atividade antioxidante (19). Além disso, a atuagdo sobre a
inibicdo de tirosinase esta bem documentada, corroborando a indicagdo acima
relatada (20). E mais, o extrato aquoso das folhas exibiu atividade antimicrobiana
contra S. aureus, microrganismo comumente relacionado com afeccdes cutaneas
(21).

A lacuna a ser preenchida com o estudo, é aliar o excelente potencial destas
classes de biomoléculas com propriedades terapéuticas e o futuro desenvolvimento
de medicamentos, pois estas apresentam limitada estabilidade e permeacao na pele
(22, 23). Formulagbes desenvolvidas com sistemas de liberagdo tém como fungao:
(&) manutencédo da estabilidade de ativos; (b) facilitar a aplicacédo; (c) modular a
absorcdo se alcancar a taxa de liberacdo sustentada do ativo a uma camada ou
mais da pele (24).

As microparticulas poliméricas tém sido amplamente empregadas no
desenvolvimento de farmacos, representando uma significante estratégia terapéutica
(25). Nessa perspectiva, a microencapsulacdo vem sendo utilizada como uma
estratégia interessante para a veiculacdo de farmacos para administracdo de
terapias dermatologicas. Em vista do exposto, a microencapsulacdo pode viabilizar
beneficios estéticos e funcionais a formulacdo, em razdo de proporcionar maior
estabilidade, modular a taxa de liberagdo e permeacao (24, 26, 27).

Além disso, o0 interesse em encontrar compostos naturais para 0 emprego em
produtos farmacéutico de uso tépico tem aumentado consideravelmente, com o
intuito de prover alternativas aos corticosteroides, os quais tém sido restringidos
devido aos seus efeitos adversos mais impactantes: a acdo imunossupressora que
consequentemente favorece a susceptibilidade para infeccbes bacterianas e
fungicas, bem como pelas comprovadas reacbes adversas tal como
hipersensibilidade e atrofia cutanea (28, 29).

Formulacdes contendo derivados vegetais compdem uma parcela
consideravel do mercado de medicamentos e sdo muito explorados mundialmente
(30). Este mercado apresenta ascensdo, o segmento dos medicamentos a base de

compostos de plantas, mundialmente representou uma receita de cerca de 26
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bilhdes de dolares em 2011 e, atualmente o mercado global esta movimentando
mais de 80 bilhées de dblares e com perspectivas de crescimento (22, 31). No Brasil
este nicho de mercado movimenta aproximadamente 1 bilhdo de reais anualmente
(32, 33).

Além de valer-se dos requisitos primordiais preconizados para fitoterapicos é
recomendado considerar as necessidades epidemiolégicas da populacdo e a
demanda de novos tratamentos para as caréncias medicamentosas somando-se a
uma opcao alternativa de tratamento, pontos importantes que estédo relacionados as
profundas mudancas ao longo das ultimas décadas em funcdo da emergéncia e das
resisténcias de patdgenos, obesidade e diabetes, as quais constituem problema de
saude global com altos custos econdmios (34-36). Com isso, ha um aumento de
individuos acometidos por inflamagdes e por conseguinte a qualidade de vida destes
é afetada (37-39).

A inflamacédo epitelial principia quando ocorre um dano, seja por agentes
endodgenos ou exdgenos abrindo-se precedente para o desencadeamento do
processo inflamatoério (40). A recuperacdo da pele é o resultado de um processo
complexo que envolve vérias etapas e o tratamento envolve a administracdo de
substancias que estimulem o processo de cicatrizacdo e por vezes com atividade
antimicrobiana (41-43).

Avancos nas pesquisas com derivados vegetais estdo em ascencdao, pelo fato
de possibilitarem aliar a estes produtos o desenvolvimento tecnoldgico e
despertarem o interesse da industria farmacéutica. O emprego de novas tecnologias
usando biopolimeros, como quitosana, permitem uma gama mais ampla de
alternativas terapéuticas para estarem disponiveis para tratamentos principalmente
de lesBes de pele uma vez que este polimero é biocompativel (44). A concepcéo e
utilizacdo de sitemas de liberagdo de farmacos somam vantagens a forma
farmacéutica, como otimizacéo da biodisponibilidade e estabilidade de constituintes
derivados de vegetais sdo umas das aplicacoes (45).

No presente trabalho as analises foram conduzidas com as folhas de E.
dysenterica para a obtencdo dos derivados vegetais empregados na deteccdo da
atividade cicatrizante e antimicrobiana. Para isso inicialmente foi abordada as
informacdes sobre o controle de qualidade da matéria-prima vegetal, estabelecidos
pela legislacdo, por meio de técnicas fundamentadas na FB. O controle de qualidade

agregou a caracterizacdo botanica, a prospeccao fitoquimica, testes de
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autenticidade e pureza, ensaios microbioldgicos, biofarmacologicos e toxicoldgicos.
Além disso, objetivou-se estabelecer e caracterizar uma forma farmacéutica tdpica
composta por derivados vegetal de E. dysenterica, com a proposta de elaboracao de
um produto fitoterapico que atenda os critérios legais somado a aplicabilidade

farmacoldgica para tratamento de lesdes epiteliais.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Considerando que nas ultimas décadas mundialmente tém-se observado uma
enorme demanda de uso das plantas medicinais, a OMS (2014-2023) atualizou as
estratégias sobre medicina tradicional alicercada nas anteriormente propostas, este
incremento objetiva melhorias como: prestar apoio aos Estados Membros para que
aproveitem a possivel contribuicdo da medicina tradicional complementar a saude,
bem estar e a atencdo centrada nas pessoas, € promover a utilizacdo segura e
eficaz desta pratica terapéutica mediante a regulamentacédo de produtos, praticas e
profissionais (11, 46). Assim, atencdo tem sido dispendida sobre seguranca e
regulamentacdes sobre plantas medicinais com potencial farmacolégico (47).

Neste sentido, assegurar a disponibilidade de matéria-prima vegetal de
qualidade é imprescindivel. Para isso, enfoque deve ser dispensado as diversas
etapas envolvidas na elaboracdo de um medicamento fitoterapico que permitem
certificar sua qualidade, estas compreendem desde uma das mais primordiais que é
a forma de obtencdo da matéria-prima e identificacdo botanica, somados as anélises
fitoquimicas, farmacoldgicas e toxicologicas, transpondo as etapas de boas praticas
de producéo que visam comprovar a auséncia de contaminantes que possam causar
danos a saude e finalmente, resultando em um produto de qualidade e seguro (1,
48).

Outro aspecto importante no desenvolvimento de fitoterdpicos €é a
padronizacao, pois diversos sédo os fatores que influenciam a uniformidade de uma
matéria-prima vegetal como edafo-climaticos, genéticos, estagio fenolégico e
procedimentos pos-colheita (48). Para isso, técnicas como cromatografia liquida e
gasosa sao utilizadas buscando determinar alguns compostos determinados como

marcadores (analitico ou ativo), que servem como parametros para determinar o teor
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em derivados vegetais e formulagbes, ou seja, estando o teor do marcador em
guantidade validada pode-se presumir que as demais substancias estarao presentes
igualmente (49). Tal pré-requisito endossa os efeitos terapéuticos alegados e,
consequentemente proporciona seguranga ao usuario.

Medicamentos fitoterapicos sédo regulamentados pela Resolugcédo de Diretoria
Colegiada (RDC) n° 26/2014, norma que se aplica ao registro deste tipo de
medicamento bem como pelo Guia de orientacdo para registro de Medicamento
Fitoterapico e registro e notificacdo de Produto Tradicional Fitoterapico (48, 49).

Ainda buscando a obtencédo de um produto dentro das normas requeridas a
producédo desta categoria de medicamento segue a RDC n° 17/2010 sobre boas
praticas de fabricacdo seguindo os Requisitos de Controle da Qualidade (CQ) e
Controle do Insumo Farmacéutico Ativo Vegetal (IFAV), assim como a RDC n°
69/2014 a qual dispbe sobra as Boas Praticas de Fabricagdo de Insumo
Farmacéutico Ativo (50, 51).

Conforme especificado na RDC n° 26/2014, os estudos de estabilidade dos
medicamentos fitoterapicos semelhante aos alopaticos devem ser conduzidos
conforme preconizado na RE N° 01/2005, que propde que seja feito estudo
acelerado de 6 meses ou de longa duragéo de 12 meses, para medicamentos com
validade de 12 e 24 meses, respectivamente, nestes periodos a variacdo do
marcador deve ser menor ou igual a 5,0%, porém, 0s critérios para aceitacdo de
variacdo do marcador serdo aqueles estabelecidos no Guia, ou seja, sera aprovado
o lote que apresentar variacdo do marcador de 20% ou menos do teor de anélise em
relacdo ao tempo inicial e apos 6 meses, o qual precisa ser demonstrado pelo perfil
cromatografico. Outros critérios que também necessitam ser aprovados sao o
aspecto e contaminantes microbioldgicos. Esta mesma resolugdo também abrange
as especificacdes para estudos de estabilidade de acompanhamento e de longa
duracéo (48, 52).

Os estudos de estabilidade compreendem ensaios que possibilitam a analise
e obtencdo de informacOes para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
recomendar as condicbes de armazenamento do fitoterapico na validade esperada
por meio da verificacdo das caracteristicas fisicas, microbiologicas, quimicas e/ou
bioldgicas, andlises imprescindiveis para assegurar os efeitos terapéuticos (52).

Portanto, o imenso potencial das plantas e o valor comercial de um

medicamento fitoterapico seguro, eficaz e de qualidade s&o preocupacdes
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constantes da agéncia reguladora (32). Primar por atender os parametros de
controle de qualidade em todas as etapas empregadas no desenvolvimento do
processamento até a obtencdo de formulacdo é essencial. Nesta esfera, devem ser
considerados todos os fatores que podem influenciar de alguma forma tanto no
processo produtivo como no produto final. As diretrizes descritas pelas
regulamentacdes vigentes principiam pela confirmacdo da identidade e
determinacdo da qualidade e pureza da droga vegetal, visando detectar possivel
adulteracdo da matéria-prima vegetal, portanto, a autenticacdo e caracterizacao

podem garantir a reprodutibilidade do produto final disponibilizado em conformidade.

2.2 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS E PERSPECTIVAS MERCADOLOGICAS

A diversidade de metabdlitos secundarios ofertados pelas plantas medicinais
tem proporcionado inUmeras possibilidades terapéuticas para doencas imunolégicas,
inflamatorias, cardiolégicas e principalmente para as infecciosas e oncoldgicas, esta
potencialidade advém da diversidade quimica elaborada naturalmente pelos
vegetais em prol de sua propria capacidade de defesa e a partir desta maquinaria
busca-se moléculas que sejam ativas para doencas humanas (53). Entre as plantas
que sao fontes de biomoléculas de uso tépico para enfermidades cuténeas,

inimeras destacam-se (Tabela 1).
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Tabela 1 - Plantas utilizadas para doencas da pele

Nome cientifico Familia Alegacéao Classe/Composto Ref.
Psorelea corylifolia Leguminosae Psoriaselvitiligo Cumarina/psoralem (54)
Aloe vera (L.) Burm.f. Xanthorrhoeaceae  Cicatrizante Polissacarideos e triterpenos (55)
Calendula officinalis L.  Asteraceae Anti-inflamatério, Oleo essencial, carotenoides, (55)
cicatrizante e triterpenos, esteroides,
antisséptico saponinas, acidos fendlicos,

flavonoides e antocianinas

Lippia sidoides Cham.  Verbenaceae Anti-inflamatério, Oleo essencial (timol, (55)
antisséptico da carvacrol),
cavidade oral, triterpenoides,naftoquinonas,

afeccbes da pele e taninos e flavonoides

couro cabeludo.

Antisséptico topico,

antimicético e

escabicida
Stryphnodendron Leguminosae Cicatrizante Taninos, proantocianidinas, (55)
adstringens (Mart.) acidos fendlicos e flavonoides
Coville

Neste contexto, o Brasil destaca-se em razao da magnitude da biodiversidade
floristica abarcada pelos seus biomas e suas potencialidades para contribuir com
esta lacuna (56). Esta copiosa diversidade vegetal estd intimamente aliada pelo
histérico da constituicdo do pais, que abrange etnias ricas culturalmente em
conhecimentos acerca do uso de plantas para fins medicinais (57). No entanto,
apesar do pais possuir uma rica flora, contando com um namero superior a 55 mil
espécies descritas, ha relatos que apenas 0,4% desta diversidade tenha sido
investigada quanto ao seu potencial medicinal (58). Portanto, este tema € de amplo
interesse das mais diversas classes, pois a multidisciplinariedade que perfaz esta
questao propicia a elucidacdo acerca das caréncias deste setor tdo importante.

No Brasil, para dar suporte a esta lacuna, foi aprovado, em 2006, a PNPIC e a
PNPMF, a primeira contempla a implantagéo, adequacao de acdes e a insercao de
servicos relacionados a plantas medicinais e demais alternativas de medicina
tradicional ou complementar no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) com
énfase na salude bésica, e a segunda tem por objetivo regular sobre as diretrizes
para garantir & populagdo o acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, almejando a promocdo do uso sustentavel da biodiversidade, o

desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (12, 13). E atualmente,
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para dar suporte ao modo de utilizagdo desta demanda foi elaborado o Memento
Fitoterapico (55).

Alicercado pelo Projeto Farmacia Viva, idealizado no estado do Ceara, pelo
entdo Professor Francisco José de Abreu Matos, tem-se concebido a implantacdo de
programas de fitoterapia direcionado para a atencdo primaria basica da saude
publica, com a finalidade de possibilitar alternativas de tratamento para suprir
caréncias medicamentosas. Em virtude da diversidade cultural, geografica e dos
biomas que o Brasil dispde, cada ente da federacao delinea seu programa de acdes
e servicos com base nas plantas medicinais disponiveis para a regido, portanto,
pode haver diferenciacdes quanto aos produtos disponibilizados (59). No Distrito
Federal, a experiéncia ja vem de longa data, sdo quase trés décadas de servicos
prestados, fornecendo formas farmacéuticas liquidas e semissdlidas, dentre as
altimas, destacam-se os géis de Alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham) e o de
babosa (Aloe vera (L.) Burm. f) e as pomadas de confrei (Symphytum officinale L.) e
a de erva baleeira (Cordia verbenacea), todas de uso externo e com indicagbes
como antimicrobiana, cicatrizante e/ou anti-inflamatoria.

Conjectura-se que, cerca de 25% dos medicamentos existentes sao
resultantes direta ou indiretamente de plantas medicinais (58). Globalmente, o setor
de medicamentos fitoterapicos movimenta um montante de aproximadamente 44
bilhbes de ddlares por ano, no caso do mercado brasileiro estima-se que esse
mercado consuma entorno de 350 e 550 milh6es de ddlares (59). Este nicho de
mercado no Brasil esta em ascencédo, pois tem crescido acima de 15% ao ano,
contra 4% das vendas dos medicamentos sintéticos (32).

A expansdo do mercado de fitoterdpicos mundial avanca rapida e
expressivamente. Desta forma, esta classe de medicamento tem sido explorada nas
mais diversas formas de apresentacdo, como xaropes, capsulas, pomadas, gel,
entre outras. Assim, para um futuro registro de um determinado fitoterapico faz
necessario apresentar todos os testes de controle de qualidade imprescindiveis para
a comprovacao de qualidade do derivado vegetal utilizado, conforme preconizado no
artigo 15 da RDC n° 26/2014, enquanto que os artigos 13 e 14 da mesma RDC
estabelecem os requisitos minimos para avaliacdo da qualidade da droga vegetal e
0 16 do produto e no Guia de orientacdo para registro de medicamentos fitoterdpicos
e registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico (48, 49).
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J& no ambito do mercado de fitoterapicos genuinamente nacionais é notavel a

significancia de farmacos como Giamebil®, Acheflan®, Fitoscar®, Kronel® e outros

gue tanto alavancam o desenvolvimento deste segmento e impulsionam présperas

pesquisas (60).

Em relacdo a formulacdes aprovadas de uso topico para lesbes cutédneas

disponiveis no mercado, encontram-se alguns exemplos (Tabela 2).

Tabela 2 - Formulacdes disponibilizadas comercialmente para tratamento de tecidos

epiteliais lesionados

Planta Produto Indicacéo Constituinte Vendas Ref.
bioativo Laboratoério
Camellia Veregen® Verrugas Catequinas 4,5 milhdes (61)
sinsensis Kuntze pomada genitais de ddlares
(Theaceae) externas e
perianais
Chamomilla Kamillosan® Eczema, Terpenos (62)
recutita irritacao e (bisabolol e
(Asteraceae) reepitelizacéo azuleno) e
de feridas flavonoides

Fitoscar® Cicatrizante 1.775.000 (60)

pomada Fendis totais e reais
Stryphnodendron taninos totais Apsen
adstringens
(Mart.) Coville
(Leguminosae)
Piptadenia Sanativo® Cicatrizante, Taninos e (63)
colubrina, elixir spray e anti-inflamatério flavonoides Laperli
Schinus sabonete
therebentifolius,
Physalis
angulata, Linna e
Cereus
peruvianus,
Miller
Hevea Regederm® Cicatrizante Proteina do Pele (64)
brasiliensis Gel-creme latex Nova

(Euphorbiacae)

Biotecnologia
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2.3 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES DE USO TOPICO E SISTEMAS DE
LIBERACAO

Com a tendéncia dos medicamentos fitoterapicos desempenharem um papel
cada vez mais marcante na assisténcia a saude, aqui no Brasil o registro destes foi
estabelecido pela RDC n° 26/2014, sendo estes elaborados exclusivamente com
matérias-primas ativas vegetais (extrato, tintura, 6leo, exsudado, etc), porém, ndo é
permitido serem constituidos de substancias ativas isoladas, de qualquer origem,
nem mesmo da juncdo destas com derivados de drogas vegetais, tendo como
finalidade profilatica, curativa ou paliativa e cuja seguranca e eficacia sejam
embasadas em evidéncias clinicas, somando-se a reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade (48).

No desenvolvimento da formulacdo farmacéutica fitoterapica exigéncias legais
sdo pré-requisitos de ratificacdo da qualidade mediante o controle do teor do
marcador, instrucbes da RE N° 01/2005 e da qualidade do processo de
manufaturamento (50, 52). Quanto a eficacia e a seguranca podem ser validadas
através de estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos pré-clinicos e clinicos, bem como
pela comprovagédo da inexisténcia de contaminantes (49, 65).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo derivados vegetais
associados a sistemas de liberacdo agrega um valor tecnoldgico na preparacdo do
medicamento fitoterapico, para isso estratégias terapéuticas utilizando sistemas de
liberacéo tém sido empregadas visando maximizar vantagens a formulagdo como
melhoria da biodisponibilidade, protecdo contra toxicidade, melhoria da atividade
farmacoldgica, maior estabilidade, protecdo contra degradacgdo fisica e quimica,
entrega sustentada e acao no sitio alvo (45).

Diversos tipos de sistemas, tendo como objetivo condicionar todas as
vantagens anteriormente citadas estdo disponiveis na area farmacéutica. Entre
estes sistemas encontram-se 0s lipossomas, microparticulas, emulsao,
nanoemulsdes dentre outros (25, 45).

A aplicacdo de sistemas matriciais constituidos por polimeros € uma opcao
relevante na administracéo de farmacos, sendo um meétodo que controla a liberacéo
do ativo envolta por uma estrutura e proporciona biodisponibilidade de derivados

vegetais para vias de administragcdo dérmica, a pele € uma via de entrega
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amplamente utilizada para medicamentos topicos e é potencialmente um meio para

uso de sistemas de liberagdo como microparticulas (25).

2.3.1 Microencapsulacéao

Com a metodologia da microencapsulagdo sdo formadas microparticulas por
meio do englobamento dos compostos no interior de uma matriz envoltéria, o que
promove uma protecdo contra alguns danos que possam ocasionar instabilidade do
material aprisionado. Com esta técnica ha o empacotamento, ou seja, 0 composto é
envolvido completamente pela matriz (66).

Microparticulas constituem sistemas reservatorio, onde o empacotamento do
agente ativo da-se no nucleo, entdo, a substancia ativa esta envolta por uma
camada protetora do agente encapsulante, que faz com que o composto ndo esteja
exposto ao meio externo e geralmente variam de tamanho entre 1 até 1000um (67).

A microencapsulacao teve seus primérdios na década de 1930, a partir da
inspiracdo com a semelhanca ao modelo de estrutura celular e tem sido investigada
e empregada com progresso nas mais diversas areas como a farmacéutica,
alimenticia, cosmética, agricola dentre outras (68, 69). A tecnologia de revestimento
pode ser descrita como o0 empacotamento de particulas sélidas, liquidos ou
dispersdes, com uma matriz polimérica. A microencapsulacdo tem proporcionado a
minimizacdo de limitacdes no emprego de substancias como compostos fendlicos
que sdao instaveis e facilmente oxidaveis tornando imprescindivel a mitigacdo de
condicdes adversas como a presenca de oxigénio e luz, entdo esta técnica
apresenta fungbes como a protecdo do composto ativo favorecendo a sua

estabilidade e consequentemente a viabilidade (70).

2.3.2 Microencapsulacao e Sistemas de Liberacéo

A aplicacdo desta modalidade tecnolégica propicia  modificar
substancialmente a liberagdo de farmacos (67). O vasto emprego de sistemas de
liberacdo utilizando microencapsulacéo para veiculacdo de farmacos é devido as
vantagens, pois além de protecdo do agente ativo e consequentemente de sua

estabilidade, a capacidade de modificar a liberagdo do farmaco de maneira
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sustentada e controlada em determinado sitio de acdo confere ao produto
caracteristicas de interesse marcante (26).

O uso e o desenvolvimento de sistemas com microparticulas para
administracdo de sustancias ativas na pele tém progredido e constituem alvo de
eminente interesse.

A quitosana é um exemplo de carreador com caracteristicas para compor
revestimento de microparticulas, em razao de ser um polimero natural, tem relevante
interesse por terem muitas vantagens como a capacidade de permear o tecido
epitelial e promover mucoadesividade, biocompativeis, estabilidade, por ser nao
imunogénica e atdxica, propiciar direcionamento do ativo para o sitio de acdo pela
capacidade de adsorcado e absorcéo na pele, além de baixo custo e biodegrabilidade
(26, 27, 71).

As microparticulas poliméricas tém sido amplamente empregadas no
desenvolvimento de farmacos, representando uma significante estratégia terapéutica
(25). A incorporacdo de ativos em formulacbes dependendo da composicdo do
agente muitas das vezes € dificultada, parte por conta da multiplicidade da
constituicdo e consequentemente da sustentacdo da estabilidade, além disso, ao
planejar-se uma formulagcéo, esta necessita atender parametros para se alcancar a
taxa de liberacdo sustentada do ativo a uma camada ou mais da pele e também é
desejavel que minimize os efeitos indesejaveis (24).

Nessa perspectiva, a microencapsulacdo vem sendo utilizada como uma
estratégia interessante para a veiculacdo de farmacos para administracdo de
terapias dermatoldgicas. Em vista do exposto, a microencapsulacdo pode viabilizar
beneficios estéticos e funcionais a formulacdo, em razdo de proporcionar maior
estabilidade, modular a taxa de liberagdo e minimizar incompatibilidades entre os
compostos constituintes da forma farmacéutica (24, 26, 27).

No processo de obtencdo de microparticulas diversos carreadores podem ser
utilizados como matrizes, alguns exemplo, sdo o0s polimeros naturais como a
gelatina, a goma arabica, alginato e os derivados celulésicos, e dentre estes
polimeros naturas destacamos a quitosana que tem sido alvo de muitos estudos (26,
27).

Certamente, o superior interesse que atrai 0 maior uso da quitosana, na
composicao de aplicagbes farmacéuticas para tratamentos via tecido cutaneo, sem

davida alguma € sua potencial interacdo com a pele (26). Esta vantagem da
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quitosana é devido este polimero possuir carga positiva (catibnica), o que confere a
mesma a capacidade de mucoadesividade a pele, que tem carga negativa
(anidnica), entdo, o ativo pode estar biodisponivel por mais tempo (26, 44).

Atualmente, a quitosana € um dos polimeros mais utilizados para a producao
de microparticulas para apresentagbes farmacéuticas (25). Microparticulas de
quitosana contendo 0s mais diversos agentes ativos para liberagdo tépica destes
compostos tem sido descrito na literatura. Os autores relatam que prepararam
microparticulas de quitosana como excipiente para veicular com sucesso minoxidil,
antioxidantes naturais, polifendis (25, 26, 72-74).

A quitosana, um polimero hidrofilico natural, resultante da N-desacetilacéo
basica da quitina, que é um abundante polissacarideo de cadeia linear que compde
0 exoesqueleto da fauna marinha de crustaceos principalmente, constituido de D-
glicosamina e N-acetil-D-glicosamina (44). Por tratar-se de um polimero de carga
positiva, sua solubilidade est4 intimamente ligada ao numero de grupamentos
aminos na cadeia polimérica, consequentemente do seu grau de desacetilacdo, da
proporcao entre as unidades D-glicosamina acetiladas e néo acetiladas, desta forma
ela é insoluvel em agua. No entanto, em solucfes acidas com pH abaixo de 6 ela é
soluvel. Solugdo de &cido acético entre 1 e 3% sdo comumente utilizadas para
solubilizar a quitosana (44).

Muitos processos para producdo de microparticulas sdo descritos na
literatura, dentre estes, um dos mais usados é o método fisico de secagem por
aspersdo denominada spray drying quando se trata de derivados vegetais a serem
encapsulados (44, 75, 76). O vasto uso deste processo deve-se as vantagens que
ele proporciona, tais como: rapidez, alta reprodutibilidade, uniformidade, controle das
propriedades das microparticulas, permite producdo continua e transposicdo de
escala, baixo custo, além de, pouco agressivo, caracteristica esta que torna esta
tecnologia conveniente para ativos termossensiveis (75).

O processo usando o aparelho spray drying € baseado na secagem de uma
solugdo por uma corrente de ar quente e envolve alguns estdgios: para isso
primeiramente a quitosana € dissolvida em uma solugdo aquoso &cida,
posteriormente o ativo é entdo disperso nesta solucédo e, em seguida procede-se a
atomizacao (asperséo) do liquido formando pequenas goticulas, o contato do liquido
com um leito de ar quente, a evaporacgéo instantanea do solvente e a separagéo do

produto em pé do ar de secagem que sdo as microparticulas originadas (75). A
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atomizacdao é iniciada quando ocorre a passagem da solucéo a ser secada, pelo bico
atomizador o qual gera uma pulverizacdo desta dentro de uma camara onde passa
ar quente, neste momento had a remocdo do solvente e formacdo das
microparticulas, as quais sdo conduzidas até um ciclone separador, onde sao
capturadas (44).

Outro material extensamente empregado na &rea farmacéutica € o Poloxamer
407®, um copolimero geleificante, constituido de polioxietileno-polioxipropileno-
polioxietileno, que apresenta propriedades termoreverssiveis e bioadesividade,
sendo amplamente aplicado em preparacdes para administracao por diversas vias,
dentre estas a tdpica por prover uma liberagcéo prolongada do agente terapéutico por
ser biocompativel, pouca toxicidade e imunogenicidade, portanto, este tem sido
usado para melhorar a disponibilidade de preparacdes farmacéuticas como
antimicrobianos, anti-inflamatorios, analgésicos, anestésicos e outros (77).
Recentemente, um estudo reportou que microparticulas de quitosana contendo
catequina sdo promissores carreadores deste ativo para permeacdo cutanea (23).
Também, € possivel a combinacdo de Poloxamer com outros excipientes como
microparticulas (78, 79). Assim como, a quitosana, o Poloxamer também ja foi
explorado conjuntamente com derivado vegetal, no caso, o &cido ricinoleico de
sementes de mamona e com extrato de Zingiber Officinale Roscoe (80, 81).

Pelo fato dos derivados vegetais terem em sua COMPOSICA0 NUMErosos
compostos, isso pode favorecer instabilidade a formulacées (82). Uma alternativa
para resolucdo desta limitacdo é o uso de novas formas de incorporagcdo, como por
exemplo, as microencapsulacdo em esferas biodegradaveis feitas de polimeros de
guitosana, que podem ser carregadas com materiais como extrato de planta (83).

Inovacdes tecnologicas tém sido empregadas no desenvolvimento de
produtos buscando a melhoria tanto da eficacia, quanto de estabilidade, além de
novas maneiras de atingir o sitio alvo (84).

Desafios tecnoldgicos tém sido vistos em compostos bioativos. Compostos
fendlicos como taninos séo altamente oxidaveis e, consequentemente, apresentam
baixa tolerancia ao contato com o ar, o que faz com que estes sofram degradacéo,
entdo, uma protecéo contra condigcbes ambientais adversas que afetem seus efeitos,
como presenca de oxigénio é iminente (82, 83). Assim, torna-se notavel a
necessidade de desenvolver sistemas para proteger e liberar estes compostos.

Logo, uma maneira para driblar este intercorrente, de modo a prolongar sua
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estabilidade, bem como dos compostos ativos, como no armazenamento e, por
conseguinte salvaguardar sua atividade baseia-se em algumas opc¢des como a
técnica de microencapsulacao (83).

Os sistemas emulsionantes consistem da juncédo de dois liquidos imisciveis,
geralmente agua e 0Oleo, onde a fase dispersa ou interna é constituida por pequenas
goticulas de liquido distribuidas no veiculo. De acordo com a afinidade do
dispersante por agua ou Oleo, classificam-se os sistemas em: 6leo em agua (O/A),
onde o Oleo é a fase interna ou agua em 6leo (A/O), onde a agua € a fase interna.
Os tensoativos fazem o papel de estabilizar o sistema prevenindo possiveis
fendmenos de instabilidade, como por exemplo, a separacao de fases. As emulsdes
podem ser classificadas como macroemulsfées e microelmulsdes ou nanoemulsdes,
o que difere é o tamanho da goticula. Macroemulsdes compreendem goticulas entre
100 até 100.000nm, enquanto, hanoemulsdes de 10 até 200nm e sdo transparentes
(85-87).

Portanto, medicamentos elaborados com derivados vegetais tém faculdades
terapéuticas relevantes, e quando aliados a sistemas de liberacdo sdo conhecidas
as vantagens oportunas a serem exploradas com sucesso na delineacdo de uma
forma farmacéutica. A importancia da exploracdo destes mecanismos reside, entre
outras vantagens, na possibilidade de modulacdo e de controle mais eficaz da
liberacdo de fitoconstituintes como flavonoides, taninos, terpenoides serem pouco
absorvidos em funcdo do tamanho ou da solubilidade, limitando seu transporte em
membranas bioldgicas ricas em lipideos, o que limita a biodisponibilidade destes
compostos naturais, por esta razdo microesferas, emulsdes, lipossomas e sistemas
de liberacdo estdo sendo usados para administragdo de medicamentos contendo

derivados vegetais (25, 45).
2.4 APELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano em termos de area, pois ela abarca
cerca de 1,9m?> em um adulto de porte mediano, sua espessura é de
aproximadamente 1,5mm e seu peso pode variar de 3 a 3,5kg. Ela é composta por
diferentes estruturas e tipos celulares, que ao mesmo tempo em que atua como uma
barreira de protecdo, termorregulagédo, absorgcdo, controle de evaporacdo e

sensibilidade, também € este tegumento exterior que incumbe-se do papel de
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interface entre o individuo e o ambiente para sua protecdo, prevenindo contra
abrasdes e a invasdo de microrganismos ou particulas, mas ao mesmo tempo
comporta uma infinidade destes habitantes que sao limitados pelo pH acido,
variando entre 5 e 6 (88). A pele esta constituida por duas camadas principais, a
epiderme e a derme que esta abaixo da epiderme, enquanto a hipoderme é uma
camada subjacente e nao faz parte da pele (89, 90).

A epiderme é uma camada com espessura entre 0,04mm nas areas das
palpebras e de 1,5mm nas regides glabras (palmas e planta), comp&e-se de duas
parcelas compreendidas entre a epiderme viavel, parte mais interna na qual
queratinécitos se proliferam, sofrem alteracbes e ddo origem aos cornedcitos que
formam o estrato corneo,a regido mais superficial desta camada, Esta camada do
tecido epitelial assim como o estrato corneo ndo é vascularizada, sendo nutrida pela
derme (89, 90).

O estrato corneo faz o papel de barreira do tecido epitelial, ou seja, de suma
relevancia no que diz respeito a estudos de permeacdo, pois, com esta funcdo o
estrato corneo constitui um obstaculo na translocacdo de farmacos administrados
cutdneamente, sendo que esta entrega pode ocorrer por trés vias: intercelular,
transcelular e transfolicular (apéndices) (91). Para uma substancia ativa ultrapassar
0 estrato corneo via intercelular este difunde-se ao redor dos cornedcitos,
permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica; ja pela via transcelular, o
farmaco passa diretamente através dos cornedcitos e da matriz lipidica intercelular
intermediaria; enquanto que pela via apéndices os farmacos podem ser absorvidos
pelo foliculo piloso, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (92).

A derme é a area mais interna da pele, constituida por tecido conjuntivo e
infiltrada por vasos sanguineos, pelos anexos cutaneos como os foliculos pilosos,
ductos das glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas, além de participarem desta
estrutura células importantes para o processo de cicatrizacdo como os fibroblastos e
as células migratorias (macréfagos e linfocitos), dentre outras. A derme é ricamente
constituida de matriz extracelular composta por fibras de colageno e de elastina que
conferem sustentacdo a pele (89, 90). As condicfes inflamatorias que acometem a
pele ocorrem na derme (93).

A hipoderme é composta por tecido adiposo, reserva esta utilizada para
desempenho da funcdo de fomentar nutrientes e energia ao organismo e serve de

sustentacao e conexao (90).
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A pele é colonizada por uma microbiota composta prioritariamente por
agentes comensais (ndo patogénicos) e também por alguns que s&o transientes
(residentes temporarios). No entanto, caso o0 organismo encontre-se exposto a
circunstancias que predispde a penetracdo de patdgenos e ao desenvolvimento de
doencas infecciosas, como a imunidade debilitada, estilo de vida, modos de higiene,
este mesmo microrganismo que estd habitando a pele em associacdo comensal,
pode tornar-se um potencial agente patogénico apto a ocasionar anormalidades
importantes nas funcdes fisiologicas e até mesmo morte, caso invadam tecidos
sistémicos produzindo doengas fatais (94, 95).

Uma analise revelou que a diversidade da microbiota da pele humana é
superior em relacdo a outros locais que também séo habitados por microrganismos
como o intestino e a cavidade oral (96). Esta composi¢cdo microbiana variada
depende da topografia corpdrea e estd associada a caracteristicas fisioldgicas de
cada area (97). Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva provoca
infeccbes na pele e é efetivamente a causa da vulnerabilidade de infeccbes
nosocomiais, e € uma das que prevalecem na pele (89, 90).

Entdo, a pele destaca-se como uma via de administragdo de medicamentos
para tratamento de lesdes do tecido epitelial, entretanto, esta via apresenta
limitacbes impostas pelo estrato cérneo, o que torna a penetracdo cutanea
restringida (90).

2.4.1 Inflamacgéo e Cicatrizagdo

O corpo ao entrar em contato com a potencial ameaca dos agentes
patogénicos € capaz de lancar um arsenal para confrontar diferentes agentes
invasores infectante, sendo esta funcdo exercida principalmente por leucdcitos
(glébulos brancos), mais precisamente monocitos que se transformam em
macréfagos teciduais que séo a primeira linha de defesa contra a infec¢cdo e os
neutroéfilos que sdo a segunda linha de defesa (94).

A inflamacdo € mediada pelas respostas imunoldgicas inata e adquirida e
também auxiliada por mediadores buscando abolir o processo inflamatério agudo,
mas caso esta funcdo ndo alcance éxito € necessario lancar mao de recursos

terapéuticos (95).



43

Lesdes na pele apds a exposicao a agentes que danificam o tecido cutaneo
primeiramente levam a uma resposta inflamatoria, pois, assim que a barreira cornea
sofre algum tipo de agressédo seja por ferimento, agentes quimicos, queimadura,
agentes invasores, doengas cronicas ou outros agentes, esta resposta caracteriza-
se por alguns fenbmenos que s&o os sinais cardinais da inflamacgé&o, representados
pela vermelhiddo, inchaco, calor e dor, que em ultimo caso pode resultam em perda
da funcdo (95). Células especializadas como macréfagos, sdo recrutados para
fagocitarem os agentes patogénicos invasores, bem como os tecidos destruidos (90,
94).

Dentre todos os tecidos que constituem o corpo humano, o tecido cutaneo
sem duvida alguma é o que esta mais exposto a diversos agentes quimicos, fisicos
e microbioldgicos, muitos destes sdo originadores de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e as espécies intermediarias de nitrogénio (ERN), tais como 6xido nitrico
(ON), que geram um estado pro-oxidante, conduzindo ao estresse oxidativo, como
resultado podendo desencadear danos. Dentre os diversos fatores que podem
provocar alteracdes no equilibrio redox da pele, a exposi¢cdo a agentes patogénicos
€ um dos fatores mais agravantes, por seu efeito inflamatorio (98).

O progresso da reconstituicdo da pele quando ocorre perda da integridade
por uma agressao fisica, quimica ou por agentes patogénicos que, em alguns casos,
causam doencas € a cicatrizacdo, este evento repara e remodela a area danificada
dando origem a uma nova epiderme e tecido conjuntivo que compde a derme, para
isso esta resposta da-se por dois modos: cicatrizacdo de primeira e de segunda
intencao (90).

Na cicatrizacdo de primeira intencdo a reconstituicdo ocorre quando as
bordas da lesdo se unem naturalmente ou com o auxilio de sutura. Na cicatrizagédo
de segunda intencéo, por se tratar de um dano mais extenso ha um distanciamento
entre as margens do ferimento e consideravel perda de substancias, entdo exige-se
um processo mais complexo para atingir a reconstituicdo da epiderme e da derme. O
processo engloba a migracdo de queratindcitos que forma uma lamina epidérmica
com somente uma camada de células e proliferacdo de queratindcitos, enquanto na
derme promove-se a germinacao de tecido conjuntivo que ira recompor o tecido com
propagacao de fibroblastos que sintetizam fibras de colageno e glicosaminoglicanos
(90).
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Independente se o rompimento da pele adveio de acdo mecanica ou da
acdo de microrganismo, a pele é afetada quando o agente patogénico a infiltra ou
ela perde a integridade. Logo, muitos tratamentos atuam auxiliando o
restabelecimento do tecido epidérmico, dentre estes alguns sdo elaborados com
derivados vegetais. Parte do esforco empreendido na busca de desenvolver
medicamentos para tratamento topicos constituidos por produtos oriundos da flora ja
estdo presentes entre outros ofertados aos consumidores, tais como a pomada
Fitoscar (60).

Atualmente, sdo inUmeras as opg¢Oes farmacoldgicas para tratamento de
infeccdes cutaneas. Algumas classes terapéuticas incluem os farmacos que séo
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) como propionato, fenamato, paracetamol,
salicilato e glicocorticoides (dexametasona, prednisolona). Porém, o uso de AINEs
estd associado com o0 aumento do risco de eventos adversos renais,
gastrointestinais, cutaneos dentre outros; e de glicocorticoides com ulceracdo
péptica e a cicatrizacdo da pele pode ser desfavorecida (95, 99). Estes dados
reforcam a necessidade de estudos para o desenvolvimento de novas opcodes
medicamentosas para promover a cura de infeccbes em pacientes com restricoes.
Portanto, produtos que ndo apresentem impactos negativos podem ampliar as
possibilidades de tratamento de saude.

Na literatura, encontram estudos abordando o uso tépico de anti-inflamatorios

adivindos de plantas medicinais ricas em sesquiterpenos (100-102).

2.4.2 Doencas da Pele

O corpo humano comporta mdaltiplos microrganismos, incluindo bactérias,
fungos, virus e outros (89, 94). Estes podem ser encontrados colonizando diferentes
areas, dentre elas a pele. A variabilidade topografica deste 6rgdo oportuniza que
certas doencgas dermatologicas manisfestam-se em sitios especificos, como no caso
de dermatite atdpica (eczema) que apresenta sinais clinicos sobre a curvatura
interna do cotovelo e a psoriase no exterior deste (97). Porém, esta caracteristica
por vezes, ndo prevalece para espécies de Staphylococcus, uma vez que foi
reportada a presenca destes tanto em areas com umidade ou néo (97).

Alguns fatores que cooperam para a alteracdo da microbiota da pele sao o

uso excessivo de antimicrobianos, habitos de higiene e comportamento, estes



45

consequentemente podem colaborar para o0 aumento de doencas dermatologicas
(97).

Doencas infecciosas cutdneas causadas por microrganismos Sao
extremamente prevalentes na populacdo, uma vez que, quase 20% da populacdo
sdo carreadores do principal agente que provoca infec¢cdes de pele, a bactéria
piogénica Staphylococcus aureus (103). Sua alta prevaléncia deve ser considerada
devido a diversos fatores tais como ambientais, individuais, producdo de enzimas
invasivas e toxinas que cooperam para a progressao da doenca (89). Em geral,
doencas infecciosas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade principalmente em localidades menos favorecidas (104).

O Staphylococcus aureus, pode vir a tornar-se patogénico em condi¢cbes
como nas que ocorrem dano que comprometem a integridade da barreira cutanea,
com a pele rompida, a ferida constitui num potencial para que este microrganismo
progrida para agente etiolégico mais comum das infec¢cdes de pele. Pois, este
agente patogénico ao difundir-se nos tecidos libera toxinas celulares letais,
resultando em um processo vertiginoso inflamatorio que ira isolar a regido danificada
dos demais tecidos circunvizinhos, ou seja, muito rapidamente os macréfagos estéao
prontamente presentes para a defesa contra a infec¢ao (94).

Outras afeccbes bacterianas causadas pelo agente causal, 0 S. aureus sao
as foliculites, os furanculos, impetigo e acne (105, 106).

As patologias de pele relacionadas a perda da integridade anatbmica deste
tecido resultam em uma sequéncia de complica¢des para o individuo, principalmente
com o prolongamento da expectativa de vida da populacédo tem sido associada a
maior incidéncia de Ulceras correlacionadas a situagfes incapacitantes e ao
diabetes, além de outras lesdes ndo menos significantes como as queimaduras e as
provocadas por microrganismos. Neste contexto, é expressivo o desafio para a
ampliacdo do desenvolvimento de produtos para tratamento tOpico, uma vez que
outros fatores psicossociais e fisiologicos estdo envolvidos nestas situacdes, além
de longos periodos de tratamento e altos custos para o sistema de saude (107).

Como ha uma lacuna terapéutica representada pelos pacientes que
apresentam efeitos adversos as terapias convencionais, entdo, esta conjuntura
fomenta o nicho farmacéutico na esfera da pesquisa de novas matérias-primas e no
desenvolvimento tecnoldgico de formulacdes oriundas de produtos naturais, e a

terapia com produtos elaborados com derivados vegetais tem ganhado destaque
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nesses casos. Estes agentes tOpicos podem ser administrados para prevencao
como hidratantes, pela aceleracdo da cicatrizacdo ou até mesmo melhorando a
inflamacédo de lesdes. Atualmente, fazem parte do elenco da lista de monografias do
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira formulagdes para uso topico
como as a base de Aloe vera L. (cicatrizante), Arnica montana L. (anti-inflamatéria),
Caesalpinia férrea Mart. (cicatrizante e antisséptico), Calendula officinallis L.
(antisséptico, anti-inflamatoério e cicatrizante) e Schinus terebinthifolia Raddi que

apresenta atividade anti-inflamatéria e cicatrizante (108).

2.4.3 Metabdlitos Secundéarios no Restabelecimento do Tecido Epitelial

Pesquisas por substancias com potencial atividade antimicrobiana, anti-
inflamatéria e cicatrizante tém sido expandidas rumo as possibilidades que as
plantas oportunizam. As plantas sdo capazes de prover extraordindrios compostos
com atividades terapéuticas, 0s quais sao representados pelos metabdlitos
secundarios, principios ativos que sdo substancialmente promissores para 0
desenvolvimento de medicamentos (30). E consideravel enfatizar que, a producio
destes metabdlitos pelas plantas estd relacionada a processos adaptativos em
resposta a fatores como diferencas climéticas, nivel de stress, disponibilidade
hidrica, incidéncia luminosa, temperatura, nutrientes disponiveis, poluicdo e
predacao (109). Portanto, € importante ponderar estes aspectos, pois estes podem
influenciar na taxa de principio ativo, ou seja, na constancia de composi¢cao que
afeta o controle da qualidade, e consequentemente na qualidade e no valor
terapéutico de produtos fitoterapicos.

Os metabdlitos secundarios sdo amplamente distribuidos no reino Plantae e
tém sido associados a inumeros efeitos biologicos tanto em favor da sanidade
vegetal, quanto dispde de atividades que beneficiam a saude humana. Dentre esta
variedade de compostos destacam-se 0s taninos, os terpenoides, os alcaloides e os
flavonoides que apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante
(2, 110).

Derivados vegetais, por conservarem inumeros compostos bioativos, séo de
relevante valor, especialmente para fins terapéuticos. A camomila (Matricaria recutita
L.), por exemplo, possui varias atividades medicinais e cosméticas, por isso ela é

usada desde outrora até os dias atuais, pois seus compostos bioativos promovem
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inUmeros beneficios, principalmente para o tecido cutédneo, sendo reportado que
esta planta prove melhora de inflamagOes, de eczema e na cicatrizacao de feridas,
atividades estas atribuidas a presenca em sua composicdo de compostos fendlicos
em especial os flavonoides, dentre eles a apigenina e a quercetina (62).

Compostos fendlicos advindos de plantas detém potencial atividade
antioxidante como o carvacrol, timol e principalmente o flavonoide catequina e
guercetina que excepcionalmente tem maior acao de inibicdo até mesmo do que a
vitamina C (111, 112). Varios compostos polifendlicos como flavondides, lignanas,
guinonas e outros exibem significativa atividade anti-inflamatoria in vivo assim como
in vitro e também terpenoides (107, 113).

Em muitas Myrtaceae o0s principais constituintes sdo compostos fendlicos,
assim estes compostos sdo bem reconhecidos por suas propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes (114-117).

Especificamente, referindo-se a familia Myrtaceae, pesquisas com membros
desta familia tem demonstrado atividade anti-inflamatéria. Siani et al. (2013)
avaliaram a acao anti-inflamatoria de 6leos essenciais de folhas de Syzygium cumini
(L.) Skeels e de Psidium guajava L. in vivo. Esse grupo computou esta acdo a
presenga de limoneno, a-pineno e cariofileno (113). Da mesma forma, a acao
antimicrobiana destas espécies foi relatada como potencial para tratar doencas
infecciosas provocadas por S. aureus (115, 118). Psidium guineese Sw., conhecida
como araca, também € uma espécie promissora, e seu potencial de inibicdo foi
atribuido aos taninos que encontra-se majoritariamente nesta espécie (119). Assim
como, em Syzygium jambos (L.) Alston (120).

Além das plantas anteriormente comentadas pelo seu poder antimicrobiano,
também é reportado que as plantas que apresentam predominio de compostos
fendlicos como as da familia Lamiaceae como Thymus vulgaris L., Melissa officinalis
L., Rosmarinus officinalis Linn e Salvia officinalis L. tem sido reportadas como
promissoras fontes para a busca de compostos com boa atividade antimicrobiana
(121).

Investigacbes sobre o modo de acdo dos taninos aventam que eles agem
sobre os microrganismos ligando-se a proteinas e adesinas, inibindo enzimas
bacterianas, rompendo a membrana celular e privagdo do substrato microbiano por
formar um complexo tanino-proteina ou com polissacarideo, inviabilizando o

crescimento de microrganismos (1, 122, 123).
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A atividade anti-inflamatéria de plantas encontradas no Brasil, que sao
amplamente usadas para tratar injurias da pele, tem sido avaliada, como da
Lychnophora trichocarpha Spreng. (arnica) e da Virola surinamensis (Rol.) Warb.
(ucuuba) e tem sido verificada em estudos (124, 125).

Os metabolitos secundarios estdo sendo averiguados cada vez mais no
tratamento de algumas condigbes médicas como o medicamento Veregen a base de
catequina contida no extrato de ch& verde (Camellia sinensis), o qual vem sendo
empregado para tratamento de verrugas genitais, o uso do 6leo de Syzygium
aromaticum Spreng. (cravo) na prevencao de caries (31, 126). Relacionado com as
doencas de pele, algumas plantas séo utilizadas no tratamento da psoriase, uma
infeccdo de pele que acomete cerca de 1 a 3% da populacdo mundial (127). A
aplicacdo topica veiculada em varias formas de Triticum vulgare Vill para tratar
Ulceras venosas (128). Além destas atividades, as plantas sdo promissoras para
suprimir o processo inflamatério (129).

As plantas produzem compostos quimicos que podem auxiliar na cura de
inflamacfes, com atividade antimicrobiana e conjuntamente apresentar acgao
antioxidante (130-132). Compostos fendlicos como taninos e salicilatos ja estdo bem
documentados para administracdo tépica (132). Uma forma de proteger a pele dos
danos provocados pelo estresse oxidativo ocasionado por inameras fontes
causadoras, como 0s agentes patogénicos e raios ultra-violeta tem sido a utilizacao
de produtos oriundos da flora. O uso deste tipo de tratamento tem tido éxito para
patologias causadas por estresse oxidativo (133).

Neste contexto, estudos apontam que a associacdo destes compostos
naturais com efeito para doencas da pele aliados as tecnologias tém tido éxito. Zokti
et al. (2016), reportaram que a microencapsulacéo de extratos de Camellia sinensis
forneceu protecdo para as catequinas presentes nesta planta, ou seja, maior
estabilidade (134). Wisuitiprot et al. (2011), demonstraram que microparticulas
elaboradas com quitosana impediram degradacdo enzimética das catequinas,
indicando este biopolimero como promissor transportador da permeacéo deste ativo
para o tecido epitelial (23). Assim, mecanismos de liberacdo podem ser usados
como potenciais carreadores para liberacdo de ativos vegetais para alvos

especificos, como o tecido epitelial.
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2.5 EUGENIA DYSENTERICA

A familia Myrtaceae abrange numerosas espécies usadas na medicina
popular e destas algumas estdo reconhecidamente citadas em farmacopeias pelas
suas virtudes farmacoldgicas como o0 Eucalyptus globulus Labill, a Eugenia
caryophyllata L. Merr. & Perry e a Eugenia uniflora L. (135-137). Na industria de
cosméticos a E. uniflora é utilizada pelas suas propriedades adstringentes (138).

A E. dysenterica (syn.Stenocalyx dysentericus DC.O. Berg., Myrtus
dysenterica Mart.) € uma arvore frutifera nativa do Cerrado que compde a familia
Myrtaceae e pertence ao género Eugenia (15, 139, 140). Comumente é conhecida
como cagaita (141). Diversos naturalistas que exploraram as terras brasileiras dentre
0s quais St. Hilaire, Burton, Castelnau, D’Orbigny, Spis & Martius ja haviam se
interessado por esta planta, pois ha apontamentos destes em relacdo a cagaiteira
(15, 142).

Eugenia dysenterica é conhecida popularmente como cagaiteira, trata-se de
uma arvore perene, decidua (perde as folhas antes da floracdo), tronco tortuoso,
casca com ampla espessura de cortica, porte mediano, podendo chegar até cerca
de 10 metros de altura, as folhas sdo semi-coridceas, verdes na maturidade e
avermelhadas quando jovens, glabras (Figura 1) (139, 143).

Figura 1 - Partes aéreas de Eugenia dysenterica Mart. DC. (A) folhas e frutos. (B) folhas.

No Cerrado brasileiro, E. dysenterica ocorre naturalmente, dispersando-se em
varios estados do pais (Bahia, Ceara, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pernambuco, Piaui, Sdo Paulo,
Tocantins) e seus frutos sdo consumidos in natura ou processados para producéo
de geleias, sucos, sorvetes, licores (15).
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Palhares et al. (2003) descrevem, além da caracterizacdo macro e
microscoépicas, a presenca de flavanoides, taninos e mucilagens nas folhas de
cagaita (16). Varios compostos tém sido identificados nas folhas da espécie E.
dysenterica (Tabela 3, destacando-se a catequina, um metabdlito secundario

pertencente a classe dos flavonoides Figura 2.

OH

Figura 2 - Estrutura molecular da catequina
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Tabela 3 - Compostos identificados nas folhas de Eugenia dysenterica e nos

derivados vegetais das mesmas

Compostos Material Referéncia
Flavonoides, taninos, saponinas Extrato hidroalcodlico (144)
espumidicas, catequina,
antraquinonas e acidos organicos
Flavonoides e taninos Extrato hidroalcodlico (145)
Flavonoides, taninos, terpenos e Extrato etandélico 17)
saponina
Flavonoides Extrato metandlico (146)
Taninos Droga vegetal (16)
Flavanoides, taninos, terpenos, P6 (147)
saponinas
Taninos (procianidinas e catequina) Extrato aquoso (148)
Catequina Extrato aquoso (149)
Catequina Extrato aquoso (150)
Catequina e quercetina Extrato aquoso (151)
Compostos fendlicos totais Infuséo (152)
Triterpenos (a-amirina, B-amirina, Extrato hexanico (153)
neolupenol, gammacer-16-en-3§-ol
e taraxerol)

Sesquiterpenos Oleo (140)
Sesquiterpenos (B-cariofileno e a- Oleo (18)
humuleno), monoterpenos

(limonene e a-tujene) e os

principais mono e sesquiterpenos

oxigenados (a-terpineol e oxido 3-

cariofileno)

Oxido de cariofileno Oleo (154)
(E)-cariofileno Oleo (155)
Sesquiterpenos Oleo (156)
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2.5.1 Atividades farmacologicas

Estudos biolégicos referentes a esta planta estdo reportados na literatura.
Segundo informacdes etnoboténicas, as folhas séo utilizadas no tratamento de
diarreia e os frutos se consumidos em excesso ou apos exposicdo ao sol podem
provocar diarreia (15, 157, 158).

Estudos in vitro

Entre as atividades farmacoldgicas relatadas na literatura, pode-se destacar
a acdo anti-colinesterase do extrato aquoso das folhas com concentracao inibitoria
de 50% (ICsp) de 155,20 + 2,09mg/ml (151). Outro derivado vegetal, o 6leo essencial
desta mesma parte da planta também foi avaliado para determinar o efeito anti-
colinesterase, e observou-se uma acdo com ICsy de 0.92ug/ml, enquanto que o
oxido de cariofileno isolado mostrou 1Cs de 0,31pg/ml (154).

O dleo essencial das folhas proveu acdo contra Cryptococcus neoformans
isolados de pacientes imunodeprimidos em funcdo de HIV, com concentracdo de
125 e 250ug/mL (18).

Cecilo et al. (2012) observaram potente efeito do extrato etandlico com 500
pg/mL contra rotavirus (17).

Feitosa et al. (2017) avaliaram, mediante a capacidade de inibicdo da
peroxidacdo lipidica, a atividade antioxidante do 6leo essencial de folhas de E.
dysenterica nas concentracdes de ICsode 1,2ug/mL, neste mesmo estudo verificou-
se que o potencial sequestrante do radical hidroxila com ICso de 5,814ug/mL, muito
similar ao acido ascorbico e também da acdo de protecdo contra a formacdo de
oxido nitrico a partir da decomposicdo do sal nitroprussiato de so6dio com ICso de
0.1684pg/mL (154).

A atividade antioxidante das folhas de cagaiteira foi avaliada em outro estudo,
o qual relatou um ICso de 6,83ug/mL (152). Além deste, outros autores também
avaliaram esta propriedade das folhas ao tratarem macréfagos alveolares murinos,
estes demonstraram que o extrato hidroalcoolico propiciou acado antioxidante com
ICso de 4,73£1,15pug/mL usando o ensaio de 2,2 difenil-1-picril hidrazil (DPPH),
resultado semelhante ao do acido ascorbico 4,93+0,25ug/mL, neste mesmo estudo,
foi utilizado o método para determinar a atividade antioxidante através da co-

oxidacdo de acido linoleico e B-caroteno, onde o ICso de 0,91+0,25ug/mL revelou
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forte acdo antioxidante (145). Adicionalmente, estudos confirmam a extraordinaria
acao antioxidante do extrato etandlico da semente de cagaita, ICsode 14,15ug/mL e
da polpa comercial (159, 160). Prado et al., (2014) avaliaram o potencial antioxidante
do extrato aquoso das folhas e observaram um ICsode 3,97ug/mL, bem aproximado
do encontrado para o 4cido ascorbico, ICsode 2,09ug/mL (148).

Avila et al., (2016), averiguaram a presenca intracelular de ERO em células
AMJ2-C11 (macrofagos alveolares murinos) expostas ao cromo, nesta linhagem
apos tratamento por 1 hora com o extrato hidroalcoolico de folhas e ap6s ao metal
pelo mesmo periodo, sendo posteriormente lavadas e incubadas com acetato 2,7-
diclorofluoresceina (DCFH-CA), observaram o efeito quimioprotetor do extrato. Bem
como foi observado que, este extrato ndo promoveu a geracdo deste radical livre
guando a linhagem foi colocada em contato com o mesmo, porém, o metal com 250
e 500uM aumentou e, quando o tratamento foi empregado concomitantemente, o
metabdlito secundario preservou as células da producdo de ERO, principalmente na
dose de 80ug/mL de extrato e 500uM de cromo (145).

Em relacdo ao conteudo nutricional, a polpa de cagaita apresenta altos teores
nutricionais como proteinas, carboidratos, fibras, carotenoides e acido ascorbico,
sendo um excelente aporte de substancias essenciais, principalmente de vitamina C
e com reduzido valor cal6rico (161, 162).

Estudos previamente realizados sugerem que o extrato etandlico de folhas de
E. dysenterica apresentam significante inibicdo da enzima tirosinase, 1Cs, de 11.88
ug/mL, semelhante a acdo do acido kdjico, ICso de 13,14ug/mL (20). Outro estudo,
deste mesmo grupo, demonstrou que o extrato aquoso de folhas desta planta
potencialmente inibiram as enzimas a-amylase e a-glucosidase com ICso de 14,93 e
0,46pug/mL, respectivamente (163). Similar acdo de inibicdo das enzimas a-amylase

e a-glucosidase, entretanto, usou a polpa comercial de cagaita foi reportado (160).

Estudos in vivo

Estudos de Lima et al. (2010), apontam promissora oportunidade para o
desenvolvimento de um novo medicamento de acéo laxativa, trata-se de uma
proteina isolada de frutos da cagaiteira, observacdes que renderam inclusive um
pedido de patente (157).

Ao avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas de E. dysenterica em ratos

Swiss, foi demonstrado que a administracéo oral do 6leo nas doses 30-300mg/kg foi
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capaz de inibir diarreia em funcéo da inibicdo da secrec¢éo intestinal e do aumento
da absorc¢ao intestinal (155).

Avila et al. (2016), ao avaliarem o efeito quimioprotetor do extrato
hidroalcoolico de folhas da cagaiteira usaram ratos Swiss expostos ao cromo,
observaram que a administracdo oral do extrato hidroalcoolico de folhas, nas doses
de 50-500mg/kg, durante 10 dias e no dia posterior 0os animais receberam
intraperitonealmente uma dose letal de cromo (50mg/kg), foi verificado que os
animais que receberam somente dose com metal morreram apods 24 horas e os que
foram tratados com 125mg/kg do derivado vegetal sobreviveram cerca de 80%, sem
apresentarem sequer algum efeito citotoxico, segundo os autores, esta elevada taxa
de sobrevivéncia aponta o potencial deste extrato para o desenvolvimento de
produtos terapéuticos para precaver danos nefrotoxicos e hepatotoxicos advindos da
toxicidade de metais (145).

A avaliacdo do efeito laxativo de um peptideo isolado da polpa de frutos de
cagaiteira foi testado em Rattus novergicus Wistar, esta proteina provocou alteracao
no transito intestinal de 20,8% e da secrec¢ao, porém, sem efeitos toxicos tanto para
o figado, quanto para o intestino, sendo um potencial candidato para o
desenvolvimento de nova opcéo terapéutica para tratamento de constipacdo e
sindrome do intestino irritavel (157).

A administracao oral de diferentes derivados de folhas de cagaiteira, para
verificar o efeito antidiarreico e na motilidade gastrintestinal, foram analisados
usando 6leo de ricino para induzir diarreia em Rattus norvegicus. Nesta analise, foi
observado que, o extrato etandlico de folhas de E. dysenterica diminuiu 24% a
motilidade intestinal dos ratos, enquanto que, a infusdo e o extrato aquoso néo
interferiram. Todos os derivados provocaram processo inflamatério em algum grau,
mais pronunciado foi relatado para a infusdo. Entre outros efeitos colaterais foi
verificado que o extrato etanolico provocou congestao, distarbios no balanco de ions
(cloreto, magnésio e fésforo) e mudanca morfologica das células do intestino
delgado e mucosa, 0 extrato aquoso causou ulceracao e intensa inflamag&o sendo o
dano maior que o provocado pelo Oleo de ricino, enquanto que a infusdo acarretou
congestdo, mudanca morfoldgica e até hemorragia. No figado dos animais, foi
observado que o extrato etandlico e o aguoso produziram toxicidade. Mas no geral,

0S autores aventam que a planta tem potencial para o desenvolvimento de um
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antidiarreico, devido sua acéo inibitéria da motilidade intestinal, apesar dos seus
efeitos téxicos (158).

Contraditoriamente, a atividade gastroprotetora do extrato aquoso de folhas
contra danos induzidos por etanol/acido cloridrico foi investigada em ratos Swiss,
obtendo-se resposta positiva e, possivelmente em fungdo da vasta quantidade de
taninos condensados presentes neste derivado (148).

Recentemente, Donado-Pestana et al. (2018), demonstraram que 0 extrato
preparado de polpa de cagaita contém abundante quantidade de taninos
(elagitaninos e pro-antocianidinas), flavonoides ( quercetina e campferol) e também
acido elagico, compostos que segundo os autores estdo associados a melhora da
homeostase da glicose (dislipidemia, hiperglicemia de jejum, e intolerancia a
glicose). Neste estudo, ratos-C57BL/6J obesos que receberam administracdo oral
deste derivado de cagaita, demonstram uma diminuicdo consideravel nos niveis da
gliconeogénese e da inflamacéo hepética, além de contribuir para evitar o ganho de
peso (164).

2.5.2 Estudos toxicolégicos

Estudos in vitro

A citotoxicidade do extrato etandlico de sementes de E. dysenterica foi
avaliada usando fibroblastos BALB/C 3T3 e o método Neutral Red Uptake (NRU),
modelo muito utilizado para prever a teste de toxicidade aguda e assim prever a
dose que mata 50% dos animais. Entdo, neste estudo prévio, foi observado um ICsg
acima de 300ug/mL, pois ndo foi observado qualquer sintoma e nem tdo pouco de
fototoxicidade nesta concentracdo (159). Outro estudo, avaliou o extrato etandlico
das folhas desta espécie em células de rim de macaco (MA-104), ndo sendo
verificado danos na viabilidade com 500ug/mL, porém, com 5000ug/mL houve
interferéncia (17).

Outra linhagem na qual foi avaliada a viabilidade celular do extrato agquoso
das folhas a SH-SY5Y, a qual demonstrou que concentracdes acima de 7,8ug/mL
afetam a proliferagéo destes neuroblastomas humanos (151).

Vitek et al. (2017), avaliaram o potencial antileucémico do flavonoide isolado
das folhas de cagaita ( O-galloyl), mediante ensaios de atividade antiproliferativa em

cultura de células tumorais (CCRF-CEM e Kasumi-1) e observaram que este
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composto apresentou  atividade antileucémica com ICs, de 40,3 e 36,7uM
respectivamente (146).

Avila et al. (2016), avaliaram a exposicéo de células AMJ2-C11 (macrofagos
alveolares murinos) ao cromo (100, 250 e 500uM) e tratadas com extrato
hidroalcoéolico de folhas (20, 40 e 80ug/mL), nesta avaliacdo observaram a maior
viabilidade quando foi aplicado 80pg/mL do extrato e 100uM de cromo, onde foi
verificado 80% de sobrevivéncia e, o efeito quimioprotetor dose dependente, com a
maior dose do derivado vegetal obteve-se 48% aliada com a maxima dose de metal
usada (145).

Estudos in vivo

A administracdo oral de diferentes derivados de folhas de cagaiteira, para
verificar o efeito antidiarreico e na motilidade intestinal foram analisados usando 6leo
de ricino para induzir diarreia em Rattus novergicus. Nesta analise, foi observado
que o extrato etandlico de folhas de E. dysenterica diminuiu 24% a motilidade
intestinal dos ratos, enquanto que, a infusdo e o extrato aquoso nao interferiram.
Todos os derivados provocaram processo inflamatério em algum grau, mais
pronunciado foi relatado para a infuséo. Entre outros efeitos colaterais foi verificado
que o extrato etandlico provocou congestao, distarbios no balanco de ions (cloreto,
magnésio e fosforo) e mudanca morfolégica das células do intestino delgado e
mucosa, 0 extrato aquoso causou ulceracdo e intensa inflamacdo sendo o dano
maior que o provocado pelo 6leo de ricino, enquanto que a infusdo acarretou
congestdo, mudanca morfolégica e até hemorragia. No figado dos animais foi
observado que o extrato etandlico e 0 aquoso produziram toxicidade (158).

A avaliacdo do efeito laxativo de um peptideo isolado da polpa de frutos de
cagaiteira foi testado em Rattus novergicus Wistar, esta proteina provocou alteracao
no transito intestinal de 20,8% e da secrec¢ao, porém, sem efeitos toxicos tanto para
o figado quanto para o intestino (157).

O extrato aguoso de sementes de cinco espécies que predominam no
Cerrado, dentre estas a cagaita (araticum, mangaba, cagaita, jatoba e tucuma)
foram avaliados quanto ao efeito toxico para Artemia salina, e dentre estas espécies,
a cagaiteira foi a que exibiu a DLsy (dose letal) menos toxica, com um valor de
57,0+£3,31mg/mL (165).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a seguranca e a eficacia de formulacao fitoterapica de
uso tépico contendo derivados vegetais de folhas de Eugenia dysenterica DC.,

buscando uma opcéao terapéutica para feridas cutaneas.

3.1.2 Objetivos Especificos

v Caracterizar o material botanico de E. dysenterica DC. por meio de
ensaios fisico-quimicos;

v Obter os derivados vegetais das folhas de E. dysenterica (extrato bruto
aquoso de folhas e 6leo essencial) e caracteriza-los por meio de ensaios fisico-
quimicos;

v Avaliar os derivados vegetais quanto ao potencial antimicrobiano frente
a isolados de importancia clinica por meio da determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM) e da concentracéo bactericida minima (CBM);

v Avaliar in vitro a viabilidade celular do extrato bruto aquoso de folhas e
Oleo essencial,

v Identificar o perfil fitoquimico do 6leo essencial;

v Avaliar o potencial anti-inflamatério do extrato aquoso e do Oleo
essencial em modelo celular inflamatorio in vitro, através da producdo de Oxido
nitrico (ON);

v Avaliar o potencial de proliferacdo e migracdo de células de tecido
epitelial, apos tratamento com extrato aquoso e 0leo essencial,

v Obter microparticulas de quitosana carregadas de extrato aquoso
bruto;

v Caracterizar as microparticulas quanto ao rendimento, tamanho,
potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacao;

v Desenvolver formula¢des contendo o extrato bruto aguoso com e sem

microparticulas ou 6leo essencial de folhas de E. dysenterica;
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v Avaliar parametros da qualidade das formulagcdes durante o estudo de
estabilidade;

v Determinar o perfil de liberacdo da formulacdo contendo
microparticulas de quitosana carreando extrato aquoso;

v Avaliar a permeacdo cutanea in vitro do extrato bruto a partir da
formulacdo desenvolvida com extrato de folhas de E. dysenterica;

v Avaliar o potencial irritante e angiogénico in vivo dos derivados

vegetais e formulacdes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PARAMETROS DE CONTROLE DA QUALIDADE DA DROGA VEGETAL

4.1.1 Detalhes da Coleta

A coleta foi extrativista, uma vez que se trata de uma espécie nativa. A droga
vegetal foi coletada manualmente, no periodo matutino do més de agosto de 2014,
por volta das dez horas em é&reas de Cerrado, no campus da Universidade de
Brasilia, em Brasilia, Distrito Federal, Brasil. A planta é de ocorréncia espontanea e
esta localizada nas seguintes coordenadas 15° 46’ 18" S e 47° 51’ 60” O. As
condicBes climaticas neste periodo eram de alta incidéncia de raios solares e
temperatura e umidade de aproximadamente 27°C e 34% respectivamente. Foram
recolhidas manualmente 5.509,7 g de folhas frescas de E. dysenterica de uma Unica

arvore no periodo matutino, por volta das 6 horas da manha.

4.1.2 ldentificagcdo do Material Botanico

N&do existe Denominacdo Comum Brasileira (DCB) relacionada a E.
dysenterica na lista emitida na RDC n° 1/2015, conforme requerido pela RDC
26/2014 para a espécie vegetal constituinte do fitoterdpico e partes da espécie
vegetal utilizada, sendo assim foi realizada uma busca em bases de dados para a
compilacdo da nomenclatura botanica, recorrendo-se ao International Plant Name
Index (IPNI) e Tropicos® (49, 166). A identificacdo foi feita por um profissional
habilitado e depositado um voucher no Herbario da Universidade de Brasilia-UnB.
As folhas de E. dysenterica foram identificadas pela Professora Dr2 Sueli Maria
Gomes do Instituto de Biologia da UnB. Uma exsicata da espécie encontra-se

depositada no Herbario da Universidade de Brasilia sob a catalogacdo (UB 914).

4.1.3 Caracterizagcado Organoléptica

Estes parametros foram avaliados por meio de inspecao visual e do uso do
olfato, para verificagdo de particularidades relevantes para identificacdo como
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coloracdo e odor, bem como de semelhangcas com dados relatados na literatura (21,
167).

4.1.4 Secagem e Conservacao

As folhas da planta foram desidratadas usando estufa com circulagéo e
renovacao de ar (SL — 102 Solab, Brasil), a qual foi preenchida com uma distribuicao
uniforme das folhas, a uma temperatura de 40°C, por um periodo de 3 dias. Apos a
secagem a droga vegetal foi pulverizada em moinho de facas (tipo Croton MA-580
Marconi, Brasil) utilizando um mesh 20 e apds foi armazenada em frascos de vidro e
protegidas da luz até a preparacédo do extrato aquoso bruto. Para a extracdo do Oleo

essencial, as folhas foram utilizadas ainda frescas logo apés a coleta.

4.1.5 Testes de Pureza e Integridade

4.1.5.1 Determinacéo de Matérias Estranhas

Para determinar os elementos estranhos que por ventura possam estar
contidos juntamente com as folhas de E. dysenterica, foram pesados 500g de folhas,
distribuidas de forma a obter-se uma camada delgada sobre uma superficie plana.
Seguidamente, realizou-se a catacdo de materiais estranhos. Apds a separacado o
material foi pesado e determinado o percentual de contaminantes (168). Apés foram
depositadas em bandejas, espalhando-se em camadas de maneira uniforme e

colocadas na estufa de secagem.

4.1.5.2 Determinacéo de Agua

O ensaio para deteccdao de eliminacdo de umidade foi realizado, para
determinacdo da quantidade de &gua presente e detectada através da perda por
dessecacdo em analisador de umidade por infravermelho (Geraka IV 2000, Sé&o
Paulo, Brasil), segundo a FB. Pesou-se 1g de folhas, que foram rasuradas e
distribuidas uniformemente em um prato de aluminio especifico para determinacéo

de perda de agua. A analise de secagem, foi feita a 105°C, por um minuto € em
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triplicata, sendo aferida a umidade em percentual tanto das folhas frescas quanto

das secas (168).

4.1.5.3 Determinacéo de Cinzas Totais

Para a determinacdo do residuo inorganico na droga vegetal pela incineracao
das cinzas fisiologicas (constituintes minerais e dos organo-metalicos) e das nao-
fisiologicas (provenientes de materiais estranhos) que compdem as cinzas totais
conduziu-se o seguinte procedimento descrito na FB (168). Para este procedimento,
cadinhos de porcelana foram previamente secos em estufa a 105°C, durante 4
horas, resfriados em dessecador e tiveram as respectivas massas determinadas em
balanca analitica. Foram pesados 3,0g da droga vegetal pulverizada e transferidos
para os cadinhos onde foram distribuidas uniformemente e incinerados aumentando-
se gradativamente a temperatura até 600°C + 25 em mufla (Etil, S&o Paulo, Brasil),
até a calcinacdo, ou seja, a eliminacdo do carvdo. Para isso, foi utilizado um
gradiente de temperatura (30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a
600°C). Em seguida, deixou-se arrefecer em dessecador e procedeu-se a
determinacdo da massa do conjunto. Esta operacao foi repetida até a obtencédo de
valores de massa constantes. Calculou-se a porcentagem das cinzas totais em

relacdo a massa da droga seca ao ar. A analise foi realizada em triplicata.
4.1.5.4 Determinacdo de Contaminantes Microbiol6gicos
Preparo do Caldo neutralizante DEY-ENGLEY:
Foram pesados os componentes abaixo relacionados, seguidamente estes
foram dissolvidos com 1000mL de agua destilada e com constante agitagao.

Ajustou-se o pH para 7,6 = 0,2. Procedeu-se a esterilizagcdo em autoclave.

Componentes do Caldo:

Caseina enzimatica hidrolisada..............ccoeeeveeiiviiiineennnen. 5,09
Parpura Bromocresol...........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie 20,0mg
Extrato de Levedura...........ccooiviiveiiiiiiiiiiiineeie e 2,509
Tiossulfato de SOIO...........ccoeceiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 6,009

Tioglicolato de SOI0.........ceeeeiiiieiieeeeeiiiieeeeee 1,09
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Bissulfito de SOAIO.........ccuuiiiieiiiiiee e, 2,509
PolisSOrbato 80.........covvniiiiiiiii i 5,009
DEXITOSE...ceu it 10,09
0T (] = OSSP 7,09
AGUAL ... 1000mL

Preparo da amostra teste com caldo neutralizante DEY-ENGLEY:

A inibicdo do efeito antimicrobiano de metabdlitos secundarios presentes na
amostra, foi neutralizada da maneira a seguir. Em ambiente asséptico, foi misturado
1g de amostra de folhas pulverizadas a 9ml de caldo neutralizante, e seguidamente

realizadas diluicbes decimais sucessivas com o agua destilada estéril.

Contagem do numero total de microrganismos mesofilos

Foi verificada a possivel existéncia de bactérias mesofilas e fungos nas folhas
pulverizadas de E. dysenterica, para isso, foi empregado o método de contagem em
placa com semeadura de superficie (168). Este teste, consiste na contagem do
namero de microrganismos que apresentam crescimento visivel, em até 5 dias, em
agar caseina-soja (Himedia Laboratories, india) a 32,5°C +2,5°C, para avaliacdo da
presenca de bactérias e em até uma semana, em agar sabouraud-dextrose (Himedia
Laboratories, india) a 22,5°C +2,5°C, para detectar o desenvolvimento de fungos.

Assim, 0,1mL das amostras preparadas como descrito anteriormente, foi
dispensado na superficie de placa de petri estéril contendo 20mL de agar apropriado
para a andlise. As placas foram semeadas em varredura. As placas, ap0s o semeio,
foram incubadas nas temperaturas apropriadas citadas anteriormente. Para cada
diluicdo testada (1:10; 1:100 e 1:1000) foram usadas duas placas para cada meio de
cultura correspondente.

O registro do resultado para determinacdo do numero de microrganismos foi
calculado a partir da média aritmética das placas de cada meio e o nimero de
unidades formadoras de colénias (UFC) por grama ou mL do produto e assim,
determinar se o produto satisfaz as exigéncias microbioldgicas farmacopeicas para o

fim que se propde (168).
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4.2 PARAMETROS DE CONTROLE DA QUALIDADE DOS DERIVADOS VEGETAIS

4.2.1 Solvente e Método Utilizado na Extracdo dos Derivados Vegetais

Apds a matéria-prima ser seca e pulverizada produziu-se 0 extrato aquoso
que foi obtido por infusdo do material botanico (100g) em agua destilada (500mL) a
aproximadamente 70°C, conforme descrito por Zorzin (169). A mistura foi deixada
arrefecer até aproximadamente 40°C, sendo entdo submetida a filtracdo. A solucao
extrativa resultante foi mantida a -30°C e submetida ao processo de liofilizacao
(Advantage Plus XL-70, SP Scientific). O extrato bruto aquoso (EBA) obtido foi
conservado em baixa temperatura (-30°C).

Para a obtencdo do 6leo essencial, foram utilizadas folhas frescas, as quais
apos a verificacdo da pureza e integridade foram submetidas a hidrodestilacdo para
extracdo do Oleo, através da técnica de arraste a vapor utilizando um aparato
Clevenger. As folhas frescas foram pesadas 2509, que apds terem sido
fragmentados, foram inseridos num baldo volumétrico com 4000mL de &gua

destilada. Em seguida, procedeu-se a extracao por um periodo de 4 horas.

4.2.2 Relagcao Aproximada de Droga Vegetal : Derivado Vegetal

Para obtencdo de extrato bruto aquoso, foram empregados 100g da droga
vegetal pulverizada e posteriormente ao processo de infusdo e liofilizacdo foi
calculado o rendimento de EBA, que foi elaborado neste estudo. O rendimento do
Oleo essencial extraido das folhas frescas (2509) foi calculado com base na matéria

amida.
4.2.3 Testes de Pureza e Integridade
4.2.3.1 Determinacéo de Metais Pesados
A determinacédo de metais pesados foi realizada no Laboratério de Fertilidade
do Solo e Nutricdo de Plantas da Embrapa Cerrados. A metodologia adotada foi a

técnica de digestdo: irradiagdo por micro-ondas, com mistura nitroperéxido (3:1) e

posterior analise por espectrometria de emissdo 6ptica em Plasma Indutivamente
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Acoplado iCP-OES 6300 Duo (Thermo Cientific) descrita no Manual de Laboratorios
da Embrapa, este teste foi realizado somente para o extrato seco EBA (170).

4.2.3.2 Determinacéo de Contaminantes Microbioldgicos

Foi avaliada a presenca de bactérias, bolores e leveduras para a
determinacdo de carga microbiana total de microrganismos mesofilos que possa
estar contida no extrato EBA. Para tanto, foi utilizada a técnica de contagem em
placa em superficie descrita na FB, a qual € recomendada para contagem de
microrganismos viaveis em produtos que ndo ha exigéncia de estarem estéreis. Este
ensaio consiste na possibilitacdo da contagem da populacédo total de bactérias
mesodfilas e fungos que apresentam crescimento detectavel em até 5 dias, em agar
caseina-soja a 32,5°C +2,5°C e em até 7 dias, em agar sabouraud-dextrose a
22,5°C £2,5°C (168).

Para este procedimento primeiramente foi preparado o caldo neutralizante
DEY-ENGLEY conforme descrito na FB e no item 4.1.5.4. Pois, é preconizado na FB
gue se a amostra possui atividade antimicrobiana, essa deve ser adequadamente
neutralizada ou removida, anteriormente a andlise microbiol6gica (168). O extrato
aguoso das folhas de E. dysenterica tem mostrado atividade antimicrobiana contra
microrganismos, tais como S. aureus, portanto, dai a necessidade deste
procedimento (21).

Entdo, foram preparadas placas de petri contendo 20mL de &gar caseina soja
(Himedia, india) para anélise de bactérias e sabouraud-dextrose (Himedia, india)
para analise de bolores e leveduras, os quais foram elaborados conforme instrucéo

do fabricante, esterilizado e vertidos nas placas.
Preparo das amostras de extrato seco

Foram pesados 1g de EBA e diluidos em 9mL de caldo DEY-ENGLEY. Em
seguida, diluicbes decimais foram preparadas com o agua destilada estéril. Assim, a
inibicdo da atividade antimicrobiana produzida por metabdlitos secundarios foi
convenientemente realizada. Em seguida, 0,1mL da amostra preparada como
descrito acima, foi dispensado nas placas contendo agar. As placas, apos
receberem as amostras, foram mantidas a 32,5°C £2,5°C por até 5 dias para agar

caseina-soja e a 22,5°C £2,5°C por até 7 dias para agar sabouraud-dextrose. Para
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cada diluicdo avaliada foram utilizadas duas placas para cada meio de cultura.
Decorrido o prazo para desenvolvimento de microrganismos foi calculada a média
aritmética das placas de cada meio e o nimero de UFC/mL foi obtido. Assim,
matérias-primas nao estéreis, como € o0 caso de extrato seco, € aplicado este teste
para determinar se o produto satisfaz as exigéncias microbioldgicas farmacopeica,
bem como as regulamentacdes sanitarias. Este teste foi realizado somente para o

extrato seco EBA.

4.2.4 Caracterizacao Fisico-Quimica

4.2.4.1 Caracterizacao Fisico-Quimica do Extrato seco

4.2.4.1.1 Granulometria

A determinacdo da granulometria foi realizada seguindo a metodologia
prevista na FB (168). Amostras de 25g do derivado vegetal liofilizado foram
submetidas a passagem forcada por vibracdo, através de um conjunto de peneiras,
série Tyler, com abertura de malha correspondentes (1,00; 0,59mm e 355, 150, 75
pum) usando-se um tamisador (Bertel), onde as amostras foram distribuidas
uniformemente na primeira peneira e agitadas durante 20 minutos. O tamanho das
particulas foi avaliado pela quantificacdo percentual de retencdo do pé de acordo
com a férmula abaixo para determinar a homogeneidade do pé e classifica-lo quanto
ao tamanho: p6 grosso, p6 moderadamente grosso, semifino, pé fino ou finissimo de
acordo com a FB (168). Este procedimento foi repetido trés vezes com trés amostras

distintas.

% Retida no tamis = (P1/P2)*100

onde:
P1= Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2= Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.
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4.2.4.1.2 Determinacéo de Agua

Foi realizada da mesma maneira descrita no item 4.1.5.2, onde, apos a
liofiizacdo do EBA, o seu teor de umidade foi avaliado segundo o método

gravimétrico seguindo a FB (168).

4.2.4.1.3 Determinagéo de Residuo Seco

Procedeu-se, pesando uma amostra de 0,50g de extrato seco, em placa de
petri de 50x30mm. A dessecacao foi em estufa a 105 °C, durante 3 horas. E
posteriormente, deixou-se esfriar em dessecador e pesou-se. O valor do residuo
seco foi calculado em porcentagem sobre a massa a partir da média da triplicata
(168).

4.2.4.1.4 Determinagéo da Solubilidade

A solubilidade do extrato aquoso seco de E. dysenterica em agua foi definida
pesando-se 1g de amostra e adicionando, conforme a FB, as partes do solvente, no
caso, agua a 70°C (168). Também foi realizado teste com metanol com mesma

guantidade de amostra.

4.2.4.1.5 Determinacdo da Densidade Aparente

A avaliagdo da densidade de EBA compreende a razdo de sua massa em
relacdo ao volume que ocupa (168). Para este procedimento uma proveta de 100mL
foi previamente pesada e, posteriormente, preenchida com o derivado vegetal até
atingir 50mL a 20°C. A densidade aparente da amostra foi determinada com os
dados, de acordo com os seguintes célculos:

pa = Mpc — Mpv / Vp
Em que: pa =densidade aparente; Mpv = massa da proveta vazia; Mpc = massa da
proveta cheia; Vp = volume da proveta.

As analises das amostras de EBA foram realizadas em triplicada e a média
destes valores foi utilizada para apresentacao dos resultados.
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4.2.4.1.6 Determinacéo de Substancias Extraiveis por Etanol

O teste para determinar substancias extraiveis por etanol foi realizado pelo
meétodo de extracdo com Soxhlet, descrito na FB (168). Para isso, foram pesados 29
do derivado vegetal e transferido para cartucho do extrator de Soxhlet, previamente
tarado e seco. Foi colocado no baldo do extrator 0,2g de hidroxido de sédio (NaOH)
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e 150mL de etanol absoluto (Tedia, USA). Extraiu-se
por 5 horas com aquecimento, retirou-se o cartucho com o residuo e este foi seco
em estufa a 105 °C por 30 minutos. Pesou-se o residuo seco e o teor de substancias
extraiveis por etanol foi calculado pela diferenca entre o peso da amostra e o peso

do residuo seco.
4.2.4.2 Caracterizacéo Fisico-Quimica do Oleo Essencial
4.2.4.2.1 Determinacéo da densidade

A densidade do 6leo essencial foi determinada em funcéo da razao de sua
massa por seu volume usando balanca analitica (168). As andlises foram realizadas
em triplicata.
4.2.4.2.2 Determinacdo do indice de refracéo

O indice de refragéo foi determinado em refratdbmetro, marca Biobrix a 20 °C
(168). As amostras de 6leo foram inseridas sobre o prisma do refratbmetro e as
analises foram realizadas em triplicata.

4.2.4.2.3 Rotacao optica

Esta avaliagcdo nao foi possivel em funcdo da quantidade demandada de Gleo

essencial necessaria para realizacdo do experimento.
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4.2.5 Perfil Cromatografico e Anélise Quantitativa do Marcador

4.2.5.1 Perfil Cromatografico e Analise Quantitativa do Marcador no Extrato AQuoso

das Folhas de Eugenia dysenterica

Este parametro foi avaliado por metodologia validada por Ferreira-Nunes et al.
(2017). A validacao do método analitico foi realizada no Laborat6rio de Tecnologia
em Medicamentos e Cosméticos da Universidade de Brasilia (LTMAC-UnB), sendo

descrita a metodologia obtida com sucesso para quantificacdo de catequina (150).

4.2.5.2 Perfil Cromatografico e Anélise Quantitativa do Marcador no Oleo Essencial
de Folhas de Eugenia dysenterica por Cromatografia de Gases Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)

A andlise fitoquimica do 6leo essencial para identificacdo dos constituintes
desse derivado vegetal foi feita utilizando cromatografia gasosa’acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). A andlise foi realizada utilizando um
cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdbmetro de massas modelo QP2010 Ultra,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao), equipado com um amostrador com injecao
automatica AOC-20i. As condicfes de andlise foram as seguintes: coluna capilar de
silica fundida Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetilpolisiloxano- fase
estacionaria) 30 x 0,25mm de diametro interno x 0,25um de espessura de filme, o
gas de arraste foi hélio, em um fluxo constante de 1,0mL/min. A temperatura de
injecéo foi 280°C. A amostra (1,0uL de uma solugdo em cloroférmio, contendo 10
mg/mL) foi injetada com uma razéo de split de 1:30. A programacao de temperatura
do forno iniciou a partir de 50°C (isotérmica durante 1,5 min), com um aumento de 4
°C/min até 200 °C; em seguida, incrementos de 10 °C/min até 300°C, permanecendo
por 5 min. A energia de ionizacdo utilizada foi 70 eV. Os fragmentos foram
analisados por um sistema quadrupolar programado para filtrar fragmentos/ions com
m/z na ordem de 40 a 500 Da e detectados por um multiplicador de elétrons. O
processamento de dados foi realizado com software CGMS Postrun Analysis
(Labsolutions- Shimadzu). A identificacdo dos constituintes foi realizada com base
na comparacao dos indices de retencdo da literatura (171).
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4.3 DETERMINAC}AO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS DERIVADOS
VEGETAIS DAS FOLHAS DE Eugenia dysenterica in vitro

4.3.1 Determinacao da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada por meio de trés metodologias com
algumas modificacdes, a de difusdo em disco, poco e a de microdiluicdo. A primeira
e a segunda fornecem resultados qualitativos, enquanto a terceira fornece
rersultados (172).

Microrganismos avaliados

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso bruto e do 6leo essencial de
folnas de E.dysenterica foi investigado contra dois agentes patogénicos de
relevancia clinica: as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213
produtor de [B-lactamase e S. aureus subsp. aureus ATCC 25923 obtida de
isolamento clinico, os quais foram fornecidos pela Fundacdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ — BRASIL, adicionalmente foram avaliadas as formulac¢des elaboradas e

substancias padrdo como controle positivo.

Preparo das solucdes

Para o preparo das solugdes utilizadas nos discos
v Inicialmente, o extrato EBA foi diluido com agua destilada esterelizada

a 50mg/mL. O 6leo essencial foi dispensado diretamente nos discos.

Preparo dos discos

Discos de papel estéril (Wattman), com 6,0mm de diametro foram
impregnados com as preparagdes abaixo descritas e a secagem dos discos deu-se
dentro de placas de petri (150X15), estéreis e em temperatura ambiente por 24
horas. Quando utilizado o Oleo essencial, estes discos foram utilizados em seguida
ao seu preparo.

v Da solugéo do extrato bruto EBA, foram dispensados 20uL com uma
pipeta em cada disco, a fim de obter as seguintes concentragdes: 62,5, 125, 250,
500 e 1000pug/disco.
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v O dleo essencial foi dispensado diretamente nos discos, depositando-
se 2 (1672ug); 1 (836pg) e 0,5uL (418uQ).

v Os discos embebidos com 20ul do solvente, no caso, agua ou agua
com dimetilsulfoxido (DMSOQO), foram utilizados como controle negativo.

v Discos preparados comercialmente, contendo 10pg de ampicilina
(AMP) e também de Amoxicilina (AMOX) (Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil) foram

utilizados como controle positivo.

Para o preparo das soluc¢des utilizadas nos pogos

v O extrato foi avaliado por meio da distribuicdo de 100uL de uma
solucéo de 10000ug/mL, portanto, cada poco continha 1000ug de extrato.

v Sulfadiazina de prata, Unido Quimica (10mg/g), cada poc¢o recebeu
100mg diretamente que contém teoricamente 1000ug do agente.

v Pesou-se 800mg da emulsdo COM microparticulas contendo extrato e
dissolveu-se com 2000uL de H,0, sendo que da formulacdo foi avalaiada a
concentracdo de 1000ug por poco nas placas com agar (ou 10.000ug/mL), usando
100pL da amostra.

v Pesou-se 800mg da emulsdo SEM microparticulas e dissolveu-se com
2000puL de H20, sendo que da formulacao foi avaliada na concentracdo de 40.000ug
de massa da formulacdo por poco, usando 100uL da amostra.

v Para as amostras de microparticulas contendo extrato pesou-se 20mg e
diluiu-se com 2000uL de H,0 e foram testados 500ug de extrato por poco (ou 5000
png/mL).

v Das amostras de microparticulas vazias e quitosana, pesou-se 20mg e diluiu-
se com 4000uL de H,0 com 1% de acido acético e foram testados 500ug por poco
(ou 5000pg/mL).

Para o preparo das solug¢des utilizadas para o teste de microdiluicdo em caldo

v O extrato EBA foi diluido com agua destilada esterilizada de forma a
obter uma solucdo mée de 10mg/mL e analisadas as concentracbes de 39,06 até
5000 pg/mL.
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v Do o6leo essencial foi diluido 40uL com 1mL de agua destilada
esterilizada adicionada de 1% de DMSO, e analisadas as concentragdes de 0,16
até 20uL/mL, que correspondem a 130,63 e 16720ug/mL.

v Ja para a substancia padrdo — catequina (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) esta foi diluida com agua destilada esterilizada obtendo-se uma solugéo
inicial de 1500ug/mL e testadas as concentracfes de 5,86 até 750ug/mL.

v Sulfadiazina de prata, Unido Quimica (10 mg/g), e na microdiluicdo
pesou-se 1g e diluiu-se com 2000uL de agua, obtendo-se uma solu¢cdo com 5000
pug/mL do ativo e testadas as concentracfes de 19,53 até 2500ug/mL.

v Pesou-se 800mg da emulsdo COM microparticulas contendo extrato e
dissolveu-se com 2000uL de H,0, sendo que desta formulacdo foram avaliadas as
concentracfes de 5000; 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,13 e 39,06ug/mL de
extrato.

v Pesou-se 800mg da emulsdo SEM microparticulas e dissolveu-se com
2000uL de H»0, sendo que da formulacdo foram testadas as concentracdes de
20000; 10000; 5000; 2500; 1250; 625; 312,5 e 156,25ug/mL.

Para as amostras de microparticulas contendo extrato pesou-se 20mg
e diluiu-se com 2000uL de H,0 e foram testadas as concentracfes de 2500; 1250;
625; 312,5; 156,25; 78,13; 39,06 e 19,53ug/mL.

v Das amostras de microparticulas vazias e quitosana, pesou-se 20mg e
diluiu-se com 4000uL de H,0 com 1% de &cido acético e foram testadas as
concentracbes de 2500; 1250; 625; 312,5; 156,25; 78,13; 39,06 e 19,53ug/mL.
Também foi avaliada a agua acidificada sozinha. E estas mesmas amostras foram
avaliadas dissolvidas também somente com agua desta mesma forma.

Para o teste de microdiluicdo em caldo foram usados 100uL de cada amostra

conforme descrito acima e procedeu-se diluicbes seriadas (1:1).

Preparo das solucdes dos agentes antimicrobianos

v A solucédo estoque de ampicilina (AMP) (Sigma-Aldrich) foi preparada
com 2500ug do pd antimicrobiano, o qual foi homogeneizado com 1mL de agua,
sendo obtida uma concentragdo de 2500ug/mL.

v A solucédo estoque de oxacilina (OXA) (Sigma-Aldrich) foi preparada

com 5120ug do pd antimicrobiano, o qual foi homogeneizado com 10mL de agua
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destilada estéril, sendo obtida uma concentracdo de 512ug/mL e testado
concentragdes de 2 até 256pg/mL.

Preparo das solucdes salina
Uma solucéo de cloreto de sddio (NaCl) na concentracdo de 9g/L (0,9%) foi
preparada com agua destilada estéril. Essa solugdo foi utilizada para a padronizacéo

do in6culo bacteriano.

Preparo da solucao de resazurina 0,01%
Para o preparo desta solucdo, 1mg do reagente Resazurina (Sigma-Aldrich)

foi adicionado a 10mL de agua Milli-Q estéril.

Preparo do Inéculo por Suspencéao Direta de Colbénias e Padronizacéo

No preparo da cultura do in6culo bacteriano, para a reativacao de S. aureus
utilizou-se caldo Mueller Hinton (CMH) (Himedia, Mumbai, india), pH 7,2 #0,2 e
incubacédo a 35°C por 24 horas. Decorrido o periodo de ativacédo, foi feita cultura em
meio inclinado usando tubos de ensaio contendo em &gar Mueller Hinton (AMH),
Acumedia, Neogen, Lansing, MI, USA), e incubando-se por 24 horas a 35°C
novamente. Entdo, foi feita uma suspensao direta de colbnias com uma solugéo
salina 0,9% estéril, seguida da padronizacdo no espectrofotdbmetro (UV-1800,
Shimadzu, Japéo) a 625nm até alcancar turbidez equivalente a suspencédo de 0,5
McFarland 0,5 (1 x 2 10® UFC/mL). Foi realizada uma diluicdo 1:10 para obter,
assim, a suspenséo de trabalho a 1 x 10’ UFC/mL, que apds aplicar-se 100uL desta
suspencao no agar, a concentracao de bactérias da técnica de disco e de pogos por
difusdo em Aagar foi de cerca de 1 x 10° por placa (173). Para o teste de
microdiluicdo, além da diluicdo 1:10 outra diluicdo 1:100 foi feita para atingir uma
suspensdo de trabalho de 1 x 10°, que produziu neste teste aproximadamente 5 x

10%poco, e por fim revelada com 30pL Resazurina (174).
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4.3.1.1 Método de Difus&o em Agar

Esta metodologia de difusdo em agar permite ser explorada através das
técnicas de disco e do poco (175).

A atividade antimicrobiana do extrato EBA foi testada nas linhagens de S.
aureus, pelo método de difusdo em disco, recomendado pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), em que a CIM foi definida como a menor
concentracdo detectada visualmente que inibiu o crescimento do microrganismo
(173). Quanto ao Oleo essencial, este foi também foi testado S. aureus.

Como controle positivo para os ensaios, foram empregados discos das
substancias padrao AMP e AMOX 10ug/disco (Laborclin, Brasil). Como controle
negativo, foram utilizados discos impregnados com o solvente usado na diluicdo dos
extratos que foi a 4gua.

Para a técnica de pocos por difusdo foi feito pocos com auxilio de uma
ponteira de 7mm no meio de cultura sdlido e inoculado com o microrganismo (S.
aureus), e a partir da difusdo do composto depositado diretamente no pogo, que
apresente acao antimicrobiana ocorre a formacédo de um halo, demonstrando que
ndo houve crescimento do microrganismo avaliado. Esta técnica foi empregada para
EBA, 6leo essencial e para as formulacdes.

De cada suspensdo padronizada de microrganismo, foi inoculado 100puL
sobre 20mL de meio de cultura sélido por meio de espalhamento em placas de petri
de 90x15mm de diametro preparadas previamente, esperando-se a completa
secagem do in6culo sobre o &gar, apos dispensou-se os discos contendo as
substéancias teste tomando o cuidado para uma vez depositados ndo mové-los mais,
pois a difusdo pode ser instantédnea. Assim, as placas contendo bactérias receberam
cerca de 1x10° UFC/mL. Em seguida, as placas foram invertidas e incubadas & 35°C
para as bactérias durante 24 ou até 3 dias para permitir o crescimento. Decorrido o
periodo de incubacdo, o didmetro das zonas de inibicdo foi mensurado em
milimetros com um paquimetro. Todos 0s experimentos foram conduzidos em
triplicata. Os resultados foram calculados pela média acrescido do desvio padréo
dos halos produzidos pelas amostras testadas. Foi considerada como CIM, a menor
concentragdo dos extratos que inibiram o crescimento dos microrganismos avaliados
pela observagdo da presenca de halos de inibicdo, considerando-se sensivel (S)

quando houve desenvolvimento de halo 210,0mm (176).
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4.3.1.2 Método de Microdiluicdo em Caldo

Este método é considerado apropriado para monitorar quantitativamente o
potencial de produtos naturais como extratos contra bactérias e fungos (177, 178).

Para o teste de microdiluicdo em caldo, o extrato EBA foi diluido com agua
destilada esterilizada, de forma a obter uma solucdo padrao de 10mg/mL, a qual foi
diluida em série com concentracdes finais do extrato no meio de cultura em cada
poco variando de 39,1 até 5000ug/mL. Para o 6leo essencial foram avaliadas
concentragdes de 0,156 ate 20uL/mL.

O perfil de susceptibilidade dos derivados vegetais foi verificado utilizando-se
microplacas com 96 poc¢os, com volume de 100uL de meio de cultura liquido
contendo o inéculo padronizado 2x concentrado ao qual foi adicionado 100uL dos
extratos avaliados procedendo-se uma diluicdo seriada e obtendo-se assim
concentracOes decrescentes das amostras avaliadas.

Para este ensaio os indculos bacterianos constituiram-se de cerca de 5x10*
UFC/mL conforme recomendado para esta metodologia de avaliacdo da
sensibilidade deste tipo de microrganismo (179).

Pocos contendo apenas meio de cultura liquido e o inéculo foram preparados
para possibilitar o controle da viabilidade dos microrganismos. Além destes, também
foram acrescentados pocos de controle positivo com inéculo e substancias padréo
AMP nas concentragdes de <512ug/mL. Controle de esterilidade também foi
incluido, sendo utilizados pog¢os contendo apenas o0 meio de cultura estéril.

As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 35°C. Cumprido o
periodo de incubacédo, aos pocos foram adicionados 30uL de Resazurina (Sigma-
Aldrich) a 0,01% e, ap0s 4h de reincubagéo, foi realizada leitura visualmente. A
presenca ou auséncia de crescimento microbiano foi revelada por meio deste ensaio
colorimétrico com Resazurina; sendo demonstrada resposta positiva de atividade por
meio da coloragdo azul, que indica a auséncia de células viaveis, e resposta
negativa de atividade por meio da coloracdo rosa, que indica presenca de células
viaveis, enquanto que a cor roxa pode ser considerada inibicdo parcial. Para cada
teste foram realizados ensaios em triplicata. Este indicador € reduzido a resofurina,
que ao reagir promove coloracdo rosa demonstrando que ha viabilidade celular e
qguando nado ocorre reagcdo permanece azul indicando inexisténcia de metabolismo

celular (180). Alem disso, este método colorimétrico tem a vantagem de permitir
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leitura diretamente visual, além de ser um método de baixo custo, facil e

reproduzivel (181).

4.3.1.3 Concentracdo Bactericida Minima

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi baseada nos
resultados do teste de CIM, sendo definida como a menor concentracdo de uma
substancia que ndo permite o o crescimento visivel na subcultura. Apés a incubacéo
e leitura da CIM, aliquotas de 20uL foram retiradas de cada pogo que mostrou
inibicdo do crescimento bacteriano, estas foram subcultivadas em uma nova placa
de agar incubadas a 35° C durante 24 horas, em duplicata. A auséncia de
crescimento bacteriano no meio de cultura foi a indicagdo da CBM e que houve

atividade bactericida.

4.3.2 Avaliagéo da viabilidade celular

Cultura das linhagens celulares avaliadas

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade celular foram avaliadas 3
linhagens celulares: L929 (fibroblasto) e HaCat (queratinécito) ambas adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro e a RAW 264.7 (macréfago) American Type
Culture Collection (ATCC® TIB71™), obtida do Banco de Células do Instituto Adolf
Lutz.

As duas primeiras linhagens (L929 e HaCat) foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium pH 7,0 (DMEM, Thermo Fisher Scientific®)
esteéril enriquecido com 10% soro fetal bovino (Thermo Fisher Scientific®), 3,7g/L de
bicarbonato de sodio (Sigma®), 100UI/mL penicilina (Sigma®) e 100ug/mL
estreptomicina (Sigma®), denominado DMEM completo.

A enzima tripsina foi utilizada para dissociar as células de fibroblastos e
queratinocitos. Apos a remoc¢ao do meio antigo, foi adicionado 8mL de solucéo
salina tamponada (PBS) com fosfato pH 7 sobre as células contidas em frasco de 75
cm? para retirada de residuos celulares remanescentes. Depois de remover a
solugéo salina, foram adicionados 4mL solucéo de tripsina 0,5% e foram incubadas
por 2 minutos. Em seguida, 8mL de meio de cultivo celular DMEM completo foram

adicionados. As células foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos a
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2500rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido com
DMEM completo, fragdes dessa solugdo foram transferidas para garrafas de cultura
75cm? para subcultivo.

As células de macrofagos foram cultivadas em meio DMEM completo,
contendo glicose 4500mg/L, 110mg de Piruvato de Sdédio e 2mM L-glutamina
(Sigma-Aldrich, Life Science, USA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (Gibco, Invitrogen), 100U/mL de penicilina-estreptomicina (SIGMA-Aldrich),
1% aminoacidos n&o-essenciais (SIGMA-Aldrich) e 25mM de HEPES (Acido
Etanosulfonico 4-2-Hidroetil Piperazina-1, Sigma-Aldrich). Para a dissociacdo desta
linhagem celular foi retirado o meio contido no frasco e adicionada 6mL do mesmo
meio de cultivo e utilizando o aparato Cell Scalper (rodinho) estas foram
despregadas do frasco e ressupendidas.

Apo6s atingir confluéncia superior a 90%, subcultivos celulares foram
realizados e estas células foram usadas para os ensaios depois de trés passagens
apos descongelamento. A contagem das células foi realizada na camera de
Neubauer. As células foram cultivadas ap6s o plagueamento por 24 horas antes dos
tratamentos em incubadora (Panasonic®) a 37°C em estufa com 5% CO, por 24
horas. Em capela de fluxo laminar vertical (ESCO®) foi realizado todos os passos
deste ensaio.

Avaliacéo de citotoxicidade

A citotoxicidade dos derivados vegetais foi determinada empregando-se o
método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazdlio,
Methyl-Thiazolyl-Tetrazolium (MTT — SIGMA-ALDRICH®), buscando determinar a
viabilidade celular igual ou superior a 50%. O ensaio de MTT visa determinar a
viabilidade celular por meio da reducdo do MTT o qual € baseado na capacidade da
enzima mitocondrial desidrogenase (nicotinamida adenina dinucleotideo
desidrogenase - NADH) (182), presente somente em células viaveis, em clivar os
cristais de formazam produzidos metabolicamente e que apresentam dificil
solubilidade, sendo entdo necessario o uso de acido cloridrico 0,04M para solubiliza-
los, portanto, considera-se que a quantidade de células viaveis é diretamente
proporcional a quantidade de formazan produzida (183).

Em capela de fluxo laminar as células L929 e HaCat foram semeadas, 15.000

células por poco, enquanto que a Raw foram 20.000; exceto o controle do reagente
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MTT (branco), em meio de cultivo DMEM completo apresentando volume total final
de 200uL/pogo em placa de 96 pocos. Apos 24 horas em incubacao a 37°C/5% CO,
foi retirado o meio de cultura e adicionado o tratamento, derivados vegetais e
substancias padrdo, em meio de cultura DMEM completo em concentracdes
relacionadas a verificar a viabilidade de = 50% das linhagens avaliadas, com volume
total final de 200 plL/pogo. O controle negativo foi constituido de meio DMEM
completo e 1% de DMSO (veiculo usado para solubilizacdo do Oleo e do alfa-
humuleno) das amostras teste. Os demais compostos foram solubilizados com o
proprio meio de cultivo. Apds os tratamentos, as placas foram novamente incubadas
nas mesmas condic¢des descritas.

ApoOs 24 horas, o meio foi descartado e adicionados 50uL de solugdo MTT 1
mg/mL (Sigma-Aldrich®) dissolvida em DMEM incolor (sem fenol vermelho - Gibco®)
e as placas foram reincubadas por 4 horas. Ao final, 150uL de solugdo de
isopropanol acidificado (acido cloridrico 0,04M) foram utilizadas como solvente
diluidor dos cristais de formazan. A leitura foi realizada em espectrofotometro de
placas (Beckman Coulter® DTX 800) a 570nm.

Os resultados foram expressos como porcentagem de células viaveis tratadas
pelo derivado vegetal avaliado ou substancia padrédo em relacado ao controle positivo
(100%) e descontada a coloragéo interferente do reagente MTT (branco).

4.3.3 Atividade Anti-inflamatéria — Dosagem de Oxido Nitrico

Para avaliar o efeito inibitério dos derivados vegetais e das substancias
padrédo sobre a produgdo do mediador inflamatério 6xido nitrico (ON) foi utilizada a
linhagem celular RAW 264.7, que sdo macréfagos murinos e apresentam
crescimento aderente e a capacidade de produzir 6xido nitrico quando estimuladas
com o lipopolissacarideo de Escherichia coli ((Lipopolysaccharides from Escherichia
coli 055: B5 - LPS) (Sigma-Aldrich®, Life sciences, St. Louis, EUA).

A atividade anti-inflamatéria do EBA, 6leo essencial, alfa-humuleno (Sigma-
Aldrich) e dexametasona (Sigma-Aldrich), foram avaliadas por meio do pré-
tratamento da cultura de células com as concentracdes estipulas em relagdo ao I1Csg
e demonstrado na Tabela 4. Para os ensaios de dosagem da producdo de ON in
vitro, em ambiente estéril as células foram suspendidas em meio DMEM completo. A

contagem das células foi realizada na camera de Neubauer e foram semeadas 0,3 X
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10° células por poco usando microplacas de 12 pocos. As células foram cultivadas
apos o plagueamento por 24 horas antes do tratamento e incubadas a 37°C em

estufa com 5% CO; por 24 horas.

Tabela 4 — Concentra¢gfes das amostras usadas no ensaio

Amostra avaliada Concentracfes usadas

EBA 62,5 e 125ug

Oleo essencial 292 e 146 pg/mL ou 0,35 e 0,18uL/mL
Alfa-humuleno 311,15 e 155.58ug/mL ou 0,35 e 0,18uL/mL
Dexametasona 125 e 62,5ug

Decorrido o periodo de 24 horas, o meio DMEM completo foi descartado, e
adicionado DMEM com 5% de SFB e feito os tratamentos com as amostras. Apds 3
horas de tratamento com as amostras, as células foram estimuladas com 1ug/mL de
endotoxina de Escherichia coli e foram usados pocos com somente células e LPS,
em seguida as placas foram reincubadas por 24 horas. Como controle negativo,
foram utilizadas células em cultura sem tratamento. Passadas 48 horas 100uL dos
sobrenadantes foram coletados e vertidos em microplaca de 96 pogos adicionando
igual volume de reagente de Griess para ser quantificado o ON acumulado no meio.

Para a dosagem de ON, foi utilizado o método de Reacédo de Griess, pela
adicdo de 100uL de reagente de Griess (1% [w/V] sulfanilamida em acido fosférico a
5% e 0,1% [w/v] de N-1-naftil-ethylendiamide-dicloridrato (NEED) em agua), todos os
reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich (184). As amostras de sobrenadantes das
culturas foram analisadas em leitora de microplacas (540nm), e os resultados
expressos em porcentagem em relacdo a obtida pelas células que expressaram

producdo de ON. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.3.4 Avaliacao de Fechamento de Lesdo em Monocamada (Scratch assay)

Este ensaio de scratch (fechamento de ferida) permite avaliar o efeito
proliferativo e migratério de células sem a necessidade do uso de agentes
quimiotaticos que podem influenciar os resultados. O resultado esperado é a
migragao celular observada pelo fechamento de uma lesdo, por um dado periodo de

tempo.
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Para o ensaio foram utilizadas as linhagens celulares imortalizadas de
fibroblastos de camundongo (L929) e queratindcitos humanos (HaCaT). Para
verificar a capacidade de fechamento da lesdo e potencial de migragao celular pos
realizacdo de ferida (scratch), as células foram plaqueadas em placas de 6 pogos,
previamente revestidas com 10ug/mL de fibronectina (Sigma Aldrich, St Louis, EUA)
e mantidas por 12 horas até a confluéncia das células, na concentracdo de 1x10°
células por poco, e meio DMEM a 10% de SFB.

Apos 24 horas as células foram lavadas com PBS e fez-se uma ferida
(scratch) manualmente com ponteira de pipeta de plastico amarelo (200uL) sobre a
monocamada de células. Foram novamente lavadas com PBS e tratadas com a
solugdo de derivado vegetal ou com a de controle, ambos mantidos em meio de
cultura DMEM a 2% de SFB para reduzir a possibilidade de viés de proliferagao,
uma vez que o SFB pode interferir nos ligantes dos receptores de interesse (185).

Da E. dysenterica foi utilizado para o tratamento o extrato aquoso e o 0Oleo
essencial das folhas e também o padréo alfa-humuleno. Para as células L929 foram
utilizados o tratamento com 200ug/mL do extrato, 542,2ug/mL de oOleo e 577,4
ug/mL de alfa-humuleno. Para o tratamento das células HaCaT foram utilizados as
concentracdes de 125ug/mL do extrato, 399,2ug/mL de éleo e 625,6ug/mL de alfa-
humuleno, concentracdes previamente estipuladas a partir do ensaio de MTT.

A partir do tratamento foi feito o acompanhamento fotografico da evolugéao do
fechamento da ferida, proporcionado pela migragao celular, em intervalos periédicos
nos tempos de 0 a 82 horas em um microscopio de luz invertida (Zeiss Primo Vert,
Gottingen, Alemanha), equipado com camera digital (Zeiss ERC 5s, Gottingen,
Alemanha) em objetiva de 10x. As taxas relativas de fechamento das feridas foram
medidas e expressas em porcentagem da darea inicial no momento zero do
tratamento com os tratamentos em comparacdo com o controle. Para essa medida

foram utilizadas areas de 3 poc¢os independentes para cada tratamento.
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4.4 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS DERIVADOS
VEGETAIS DAS FOLHAS DE EUGENIA DYSENTERICA in vivo

4.4.1 Avaliacao do Potential de Irritacdo na Membrana Coriolantdica de Ovo
Embrionado de Galinha — MCA (Hen’s Egg Test—Chorioallantoic Membrane -
HET-CAM)

Neste estudo foi usado o ensaio na membrana corioalantdica do ovo
embrionado de galinha MCA (Hen’s Egg Test—Chorioallantoic Membrane - HET-
CAM) proposto por Luepke (1985) (186).

Os ovos de galinha fertilizados foram utilizados para estudar o potencial de
irritacdo dos derivados vegetais EBA e 6leo essencial; bem como da emulsdo com
microparticulas, emulsdo com 6leo e somente a emulsdo placebo. Para este teste in
vivo, foram obtidos ovos de galinha fertilizados (Leghorn) doados pela industria de
alimentos Bonasa, Brasil. Os ovos embrionados foram incubados em estufa
automatica (Premium Ecologica) durante 10 dias a temperatura de 38,0 + 0,5°C e a
umidade relativa foi mantida a aproximadamente 60-70% e deslocados lateralmente
a cada 15 minutos. No décimo dia de incubacéo foi realizada, na casca do ovo, uma
abertura circular (2,0cm de didametro) em sua base maior (onde esta localizada a
camara de ar) com auxilio de tesouras e pincas.

Apoés a realizacdo da abertura na casca do ovo, utilizando-se seringa e
solucdo salina foi depositada uma aliqguota (NaCl 0,9%) sobre a MCA ja
vascularizada de forma a auxiliar na retirada da membrana da casca. Em seguida,
uma aliquota de 300uL de cada amostra com diferentes concentragdes foi aplicada
em cinco ovos fertilizados para os diferentes grupos analisados. Apés 20 segundos
de contato, a amostra foi removida lavando-se a membrana com NaCl 0,9%. As
reacoes perceptiveis na MCA foram observadas durante 300 segundos. A0,5,2e5
minutos, as seguintes observacOes foram feitas: hiperplasia, hemorragia e
coagulacdo pontuando-se um valor maximo de 21 (score); no que diz respeito a
pontuacéao de irritacdo de 0-0,9 ndo representa irritacdo, 1-4,9 representa uma ligeira
irritacéo, 5-8,9 representa irritacdo moderada e 9-21 representa irritacdo grave(186).

A membrana foi examinada durante um periodo de cinco minutos e todas as
reacdes observadas foram marcadas de acordo com o tempo de aparéncia e foram

analisadas quanto a hemorragia, lise e coagulacdo dos vasos sanguineos, 0S
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produtos foram classificados de acordo com seu potencial irritacdo usando o teste
HET-CAM e a classificagéo final. O resultado final foi expresso como um valor da
meédia das cinco MCA. Os controles positivos foram NaOH 0,1M. O controle negativo

foi NaCl 0,9% e azeite. O teste HET-CAM foi realizado utilizando 5 ovos por amostra.

4.4.2 Avaliagdo da Atividade Angiogénica na Membrana Corioalantdica do ovo
Embrionado de Galinha

Para testar o potencial angiogénico dos derivados vegetais EBA e 6leo
essencial, bem como da emulsdo com microparticulas, emulsdo com éleo e somente
a emulsado placebo foi explorada a potencialidade de usar este modelo in vivo para
verificar a vascularizacdo promovida na MCA de ovos embrionados de galinha, para
isso utilizamos o protocolo estabelecido por Melo Reis et al (2010) (187).

Grupos contendo cinco ovos embrionados foram incubados a 37°C em
atmosfera humidificada (60-70% de humidade relativa) com rotagéo apropriada. No
quinto dia do desenvolvimento, dentro de uma camara de fluxo laminar, os ovos
fertilizados foram abertos da mesma maneira como no item 4.4.1 e exposta MCA. A
abertura visa possibilitar o observacao da viabilidade e crescimento embrionario, a
qual foi selada com fita adesiva transparente logo apds o procedimento. Os ovos
novamente retornaram a incubacédo, porém, sem agitacdo peridédica e com a base
aberta voltada para cima.

No décimo terceiro dia de incubacdo, usando ambiente estéril para
manipulacdo, discos de papel de filtro estéreis, veiculando 20uL das amostras a
serem avaliadas e com o0s controles (negativos, indutores, inibidores), foram
inseridos diretamente sobre a membrana de forma que ndo a danificasse. Para o
controle de inducdo de angiogénese foi utilizado Regederm® (Pele nova
Biotecnologia, Valeant Farmacéutica do Brasil Ltda) 20uL de uma solugdo aquosa
de 1000mg/mL (20mg/disco), negativo (20uL de azeite) e inibidor (80ug/disco de
dexametasona - Sigma). A abertura foi entdo novamente selada com fita adesiva
para prevenir a desidratacao e contaminacdo. Retornando os ovos a incubadora por

mais 72 horas.
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No décimo sétimo dia, a resposta angiogénica foi avaliada, a MCA foi
fotografada com o auxilio de um estereomicroscoépio (Zeiss, Alemanha) usando a
ampliacdo de 0,5 X 1,25 para a posterior quantificacdo dos vasos sanguineos.

Os vasos sanguineos foram quantificados por meio de uma avaliacao
macroscopica da resposta angiogénica empregando as variagbes de andlise na
distribuicdo e densidade dos vasos da MCA ao redor do local de inser¢cdo dos
discos, baseado no método para a pontuacdo semiquantitativa por proposta por
Ribatti et al. (2006) (188).

De acordo com Ribatti et al. (2006), através de uma escala arbitraria dos
valores de 0-5 pode verificar a resposta dos efeitos angiogénico usando
pontuacBes: onde 0 descreve uma condicdo da rede vascular que € inalterada em
relacdo ao tempo de enxerto; 1 marca um ligeiro incremento na densidade do vaso
associado a mudangas ocasionais no decurso dos vasos que convergem para o
local de inserto; 2, 3, 4 e 5 correspondem a um aumento gradual da densidade do
vaso associado ao aumento da irregularidade no curso; uma classificacdo de 5

também destaca forte hiperemia (188).

4.5 DESENVOLVIMENTO DAS DIFERENTES FORMULACOES CONTENDO
EXTRATO AQUOSO BRUTO OU OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Eugenia

dysenterica

As formula¢des foram desenvolvidas para incorporacédo do extrato aquoso ou
do oleo essencial das folhas de E. dysenterica na estrutura do Laborat6rio de
Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC).

Inicialmente foram preparados dois hidrogéis: gel com EBA e gel com
microparticulas de quitosana contendo EBA. Estas formula¢cdes foram envasadas
em frascos de vidro semipermeaveis e foram avaliadas quanto a estabilidade
acelerada seguindo o Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade - RE
1/2005.

Foram também preparadas mais trés formulacfées; uma emulsao ndo-ibnica
composta por microparticulas de quitosana contendo extrato aquoso das folhas de
E. dysenterica 5%; uma emulsdo ndo-iénica contendo o 6leo essencial 0,04% e uma
nanoemulsdo contendo o 6leo essencial 0,04%. Estas formulagdes foram envasadas

em frascos de plastico semipermeaveis e também foram avaliados quanto a
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estabilidade acelerada seguindo o Guia para a Realizacdo de Estudos de
Estabilidade - RE 1/2005 (52).

4.5.1 Gel contendo extrato aquoso das folhas de Eugenia dysenterica

A primeira formulacdo um gel de polioxietileno-polioxipropilenopolioxietileno -
Poloxamer® (Sigma-Aldrich, USA) a 16%, contendo 1% quitosana e 5% de extrato
bruto de E. dysenterica que foi denominado de GQEF1, amostra que foi armazenada
a 40°C e 75% de umidade (UR) e GQEF2 amostra armazenada a 25°C.

As formulacdes em base gel Poloxamer, foram preparadas a partir de uma
mistura composta pela quitosana diluida em agua acidificada a 1% com &cido
acético. Posteriormente a homogeneizacdo, juntou-se 0Ss conservantes e o
umectante e por fim pulverizou-se o polimero sobre esta solugéo, levando-se por 24
horas a 2 — 8°C. Decorrido o periodo foi incorporado o extrato e novamente

armazenado a 2 — 8°C por 48 horas.

Formulacao da base gel de Poloxamer:

N 0] (0)1¢= T4 1= 16%

* Hidroxitolueno butilado (BHT).......ccvvvvviiiiiiiiiiiiins 0,1%

+ Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)................ 0,1%
L V1 o - Vo |1 o PRSP 0,1%
S €1 [Tt o - U 3%
o ACIHO ACALICO. ... eeeeeeeee oo 0,3%
* QUITOSANA.....cvun it 1%
® AQUAL asp.7,9 g

* Adicionar ao final 5% do extrato aquoso bruto

4.5.2 Preparo das Microparticulas de Quitosana

As microparticulas de quitosana vazias (MQV) compostas somente pelo
polimero quitosana foram preparadas a partir da dissolucdo de 10g de quitosana de
médio peso molecular em uma solucdo de &cido acético a 1% (v/v), pH 4.0, ambos
adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). ApOs aproximadamente 24

horas de agitacdo magnética a 300rpm em agitador digital (lka RW 20), em
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temperatura ambiente. A solugcdo foi seca por atomizagao utilizando um
equipamento spray-drying LabMaqg, modelo MSD 1.0, Labmagq, Brasil) partindo-se
de metodologia descrita por Gelfuso et al. (2011) (26). O aparelho operou com a
seguinte configuracdo: a solugdo passou por um bico atomizador pressurizado de
namero 2 (1.0mm) a uma vazdo de alimentacdo de 6mL/min. A temperatura de
entrada foi mantida a 135°C e a de saida foi aproximadamente 80°C. A taxa do fluxo
de ar quente de atomizacdo para secagem foi de 6 m*/min. Apds a preparacéo, as
microparticulas foram armazenadas em frasco de vidro, em temperatura ambiente e
protegidas da luz até o momento de serem incorporadas nas bases do gel e
emulsdo. As microparticulas contendo extrato foram preparadas de maneira
semelhante, a ndo ser pela dissolucdo de 10g do extrato juntamente a quitosana na
solucéo acida. Todas as microparticulas foram caracterizadas segundo metodologia
apresentada a sequir.

As microparticulas obtidas foram entdo caracterizadas de acordo com o
rendimento do processo de obtencdo, a eficiéncia de encapsulacdo do extrato,

distribuicdo de tamanho de particula, morfologia e potencial Zeta.
4.5.2.1 Caracterizacao das Microparticulas
4.5.2.1.1 Rendimento

Ao final do processo de secagem através de pulverizacdo em spray drying as
microparticulas obtidas foram pesadas, e o rendimento do processo produtivo foi
calculado em porcentagem em relacdo a quantidade de solidos adicionados na fase

inicial da solugao preparada, conforme a equacéao (A) (26).

R% = (g—{) x 100, equacao A

Onde o R% representa o rendimento, Q; € a quantidade total de sélidos
(quitosana + extrato) adicionada na solugcdo inicialmente preparada de
microparticulas e QF é a quantidade de microparticulas coletadas do aparelho ao

final do processo de spray drying.



85

4.5.2.1.2 Eficiéncia de Encapsulacao

Para avaliar a capacidade das microparticulas de quitosana se associarem ao
EBA, foi pesada uma porcdo de 10mg de microparticulas que foram dispersas em
5mL de metanol e deixada sob agitagcdo a 500rpm durante 1 hora. Seguidamente, a
disperséo foi filtrada e analisada o seu contetdo de catequina por CLAE conforme
método descrito por Ferreira-Nunes et al., (150). Esta analise foi realizada com as
microparticulas armazenadas em temperatura ambiente e em geladeira comum e em
diferentes periodos (0; 7; 15; 30 e 60 dias). O ensaio foi realizado em triplicata. A
eficiéncia de encapsulagéo foi calculada por meio da equacao (B).

Qobtida
Qteodrica

EE% = ( ) x 100, equacio B

Onde: EE% é a eficiéncia de encapsulacdo do extrato pelas microparticulas
de quitosana, Qobtida é a quantidade de catequina extraida a partir das
microparticulas de quitosana, e Qtedrica € a quantidade proporcional de catequina

inicialmente adicionada no preparo das microparticulas de quitosana contendo EBA.

4.5.2.1.3 Granulometria

A distribuicdo de tamanho das microparticulas foi determinado por difracéo a
laser em um aparelho difratbmetro Beckman Coulter LS 13 320. Para a
determinacdo, 1mg das microparticulas foi suspenso em 2mL de etanol e esta

disperséo foi gotejada no difratbmetro utilizado para a medicéo.

4.5.2.1.4 Morfologia das Microparticulas

A morfologia das microparticulas preparadas foi verificada por analise em um
microscopio eletronico de varredura (MEV) (JEOL, JMS-7000 IF, Tokyo, Japan).
Uma fina camada de cada amostra de microparticulas foi depositada sobre suportes
metalicos e, revestidas com ouro em um equipamento Balzers SCD 050.

A amostra foi entdo levada ao MEV, que foi operado com aumentos de 700 a
4000 vezes (189).
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4.5.2.1.5 Potencial Zeta

O potencial zeta das formulacdes foi analisado por meio da determinacdo da
mobilidade eletroforética das goticulas. Para isso, foram pesados 15mg das
microparticulas e dispersos em 5mL de agua Milli-Q. Na sequéncia, essa solugéo
permaneceu em agitagdo magnética por 10 minutos a 500rpm. A amostra foi levada

ao equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).

45.3 Gel Contendo Extrato Aquoso das Folhas de Eugenia dysenterica

Microencapsulado

Para a elaboracdo da base gel hidrofilica foram adicionados 1,6g de
copolimero nao i6nico de Poloxamer 407, lote BCBN8763V, Sigma-Aldrich, USA) a
uma solugcdo aquosa contendo 0,3g de glicerina (Dinamica, Brasil), 0,03g de acido
acético, 0,01g do preservante metil parabeno (Nipagin) (VETEC, Rio de Janeiro,
Brasil), 0,01g do estabilizante EDTA (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), 0,01g do
antioxidante BHT (Vetec, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, Brasil) e 7,99 de 4gua. A
mistura foi deixada em repouso a 8°C por 24 horas e homogeneizada até que se
formasse o gel hidrofilico contendo 16% de polimero. Apés, adicionou-se 10% de
microparticulas (1g) contendo EBA para a formulacdes carreadoras do ativo e para o
placebo foi utilizada a base gel com (1g) de microparticulas vazias.

Nesta segunda formulac&o, um gel de Poloxamer® 16% com incorporacéo de
1g de microparticulas de quitosana contendo 5% de extrato bruto de E. dysenterica
qgue foi denominado de GMQEA, amostra que armazenada a 40°C e 75% UR e
GMQEB amostra armazenada a 25°C. As formula¢des foram envasadas em frascos
de vidro com tampa plastica e recobertos por papel aluminio. Para cada formulacéo
foi elaborado um placebo, contendo em sua composi¢do componentes semelhantes,

porém, sem adicao de derivado vegetal.
4.5.4 Preparo das Emulsdes
Foram preparados sistemas emulsionados de natureza nao ibnica. A

formulacdo em base Polawax® (cera auto emulsioante ndo idnica) foi elaborada de

acordo com a composic¢ao descrita no Quadro 1.



Quadro 1 — Formulacdo em base creme
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COMPONENTE CONCENTRACAO (%) FUNCAO
FASE OLEOSA
Polawax 10,0 Cera auto emulsioante ndo
ibnica
Vaselina liquida 3,0 Emoliente
Butilhidroxitolueno 0,05 Antioxidante
FASE AQUOSA
EDTA-dissodico 0,1 Quelante
Metilparabeno 0,15 Conservante
Propilparabeno 0,05 Conservante
Glicerina 3,0 Umectante
Agua destilada g.s.p 100,0 Veiculo

Para o preparo, cada uma das fases (aquosa e oleosa) foram aquecidos

separadamente a 70°C. Ao alcancar a temperatura de 70°C, a fase aquosa foi

vertida na fase oleosa sob agitacdo constante. A agitacao foi mantida até atingir a

temperatura de 40°C. Por fim, a formulagdo resultante foi envasada em pote

plastico.

O Quadro 2 monstra a composicao desta emulsdo com microparticulas

carregadas de extrato aquoso de E. dysenterica incorporadas e que foram

armazenadas sob 2 a 8°C ou em temperatura ambiente. Para esta forma, foram

pesados separadamente cada componente da formulacdo e homogeneizados, sob

agitacdo constante, as microparticulas com a emulsdo até completa dispersao do

po6. Seguidamente, esta foi submetida a analise de estabilidade. Da mesma forma foi

preparada a emulsdo com esta base e o 6leo essencial 0,04%, assim em um gral,

adicionou-se 40 pL do 6leo em 100 g de emulsdo base nao ibnica. Seguidamente,

esta foi submetida a analise de estabilidade.
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Quadro 2 — Formulagbes em base creme com microparticulas carregadas de extrato

aguoso ou 0leo essencial das folhas de E. dysenterica

EMULSAO + MICROPARTICULAS COM EXTRATO DE E. dysenterica DC

COMPONENTE CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Microparticulas com
extrato de E. 5,0 Altivo
dysenterica DC
Emulséo néo idnica g.s.p 100,0 Veiculo

EMULSAO + OLEO DE E. dysenterica DC

COMPONENTE CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Oleo de E. dysenterica 0,04 Ativo
DC
Emuls&o néo ibnica g.s.p 100,0 Veiculo

4.5.5 Preparo da Nanoemulséo

O Quadro 3 traz a composicdo da nanoemulsdo base. Para esta forma

farmacéutica foram pesados separadamente cada componente da formulacgao.

Homogeneizou-se o0 Oleato de etila associado com o Labrasol:Plurol (4:1); por fim

adicionou-se, lentamente, a 4gua sob a mistura em agitacdo constante.

Quadro 3 — Nanoemulsao base

NANOEMULSAO BASE

COMPONENTE CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Oleato de etila 6,0 Emoliente
Labrasol:Plurol (4:1) 43,5 Tensoativos
Agua Milli-Q 50,5 Veiculo
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O Quadro 4 representa a nanoemulsdo com 6leo essencial obtido de folhas

de E. dysenterica que foram armazenadas sob 2 a 8°C ou em temperatura ambiente.

Quadro 4 — Nanoemulsdo preparada com 6leo essencial obtido das folhas de E.

dysenterica
COMPONENTE CONCENTRACAO (%) FUNCAO
Oleo de E. dysenterica DC 4,5 Ativo
Oleato de etila 15 Emoliente
Labrasol:Plurol (4:1) 43,5 Tensoativos
Agua Milli-Q 50,5 Veiculo

4.5.5.1 TAMANHO DE GOTICULA, INDICE DE POLIDISPERSAO E POTENCIAL
ZETA DA NANOEMULSAO COM OLEO

O diametro hidrodindmico das goticulas e o indice de polidispersdo (PDI) foi
analisado por meio do espalhamento de luz dinamico. Para isso, foi preparado uma
diluicdo aquosa da formulacdo na propor¢cao de 1:100 (v/v). Em seguida, a andlise

foi realizada pelo equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).

4.6 CONTROLE DA QUALIDADE DO PRODUTO ACABADO

Foram efetuados os testes de controle da qualidade do produto acabado de
acordo com a Resolucdo (RE) n°® 1/2005 (49, 52). Nesta fase busca-se realizar
averiguagdes que irdo estabelecer ou confirmar o prazo de validade e também as
condicdes de armazenamento do produto. Para isso analises das carcteristicas
fisicas, quimicas, biol6gicas e microbiolégicas sdo essenciais.

As formulacdes preparadas foram submetidas a temperaturas de 25°C +
2°C; 40 °C e 75% de umidade e 2°C a 8°C por, no minimo, 60 dias e foram
analisadas nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias, de acordo com 0s ensaios descritos a

sequir.
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4.6.1 Caracteristicas Organolépticas

As caracteristicas organolépticas das formulacdes foram determinadas
realizando procedimento visual, inalatério e palpavel. Para esse fim, foram
considerados 0s seguintes itens: aspecto, cor, odor, sensacao de tato e processos
de instabilidade como cremacéo e separacéo de fases nos tempos determinados.

4.6.2 Determinacao do Potencial Hidrogeniénico

O potencial hidrogenionico (pH) das formulagdes foi aferido pela insercao de
eletrodo de vidro diretamente sobre as amostras. As analises foram feitas utilizado
um pHmetro digital da marca Digimed, modelo DM-22, previamente calibrado a

temperatura ambiente.

4.6.3 Andlise Quantitativa do Teor de Catequina para Eugenia dysenterica

A RDC 26/2014 e a Instrucdo Normativa (IN) 04/2014 reconhecem o uso do
perfil cromatografico como uma ferramenta que identifica a identidade da matéria-
prima (48, 49). O doseamento para estudo de estabilidade acelerado admite uma
variacdo entre 5,1% e 10% para liberar a validade do produto que sera de 12 meses,
mas estes valores se aplicam para produtos farmacéuticos (52). Todavia, para
medicamentos fitoterapicos, se o marcador for ativo 15%, caso analitico 20% (190).

Na avaliacdo da constadncia do marcador analitico, o qual assegura a
gualidade e a identidade do produto contendo microparticulas de quitosana, o
padrdo cromatografico dos componentes caracteristicos do extrato aquoso para
comparacdo com o marcador analitico catequina foi obtido em condi¢des
semelhantes as descritas por Ferreira Nunes et al. (2017) (150). O método para
doseamento da catequina presente na emulsao foi realizado por meio de um CLAE,
modelo Shimadzu LC 20-AD. Equipamento compposto por duas bombas (LC 20-
AT), um injetor automatico (9SIL-20AD) e forno (CTO-20AS), os quais estao
acoplados a um detector espectrofotométrico (SPD-M20A) e a um computador
equipado com o programa de analise cromatografica Shimadzu LC Solution. Foi

utilizada uma coluna de fase reversa C18 (300 mm x 3,9 mm; 10 ym; Waters®) e
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fase movel composta por uma mistura de acido fosférico 0,01 M: metanol (85:15)
(v/v). A vazao da fase movel foi de 0,8 mL/min, o volume de injecdo das amostras foi
de 5 uL; o forno foi utilizado a 40°C, a deteccao foi feita em 230 nm. O periodo de
analise de cada amostra foi de 13 minutos. Para tal analise 100 mg de cada emulsdo
foi diluida em baldo volumétrico com capacidade para 10mL com 5mL de metanol
grau CLAE. Em seguida, essa solugéao foi filtrada em filtro com porosidade 0,22um e,
para a quantificacdo de catequina nas formulacdes, utilizou-se o método
cromatografico validado citado acima. O mesmo procedimento foi realizado para as
microparticulas de quitosana contendo extrato aquoso, porém foi pesado 10mg e
diluidas com a mesma quantidade de solvente, além disso, a solucdo permaneceu

em agitacdo constante por 1 hora.

4.6.4 Determinagdo de Contaminantes Microbiologicos

Foi avaliada a presenca de bactérias, bolores e leveduras para a
determinacdo de carga microbiana que possa estar contida no produto elaborado
com EBA. Para tanto, foi utilizada a técnica de contagem em placa em superficie
descrita na FB, a qual é recomendada para contagem de microrganismos viaveis em
produtos em que ndo ha exigéncia de estarem estéreis. Este ensaio consiste na
possibilitacdo da contagem da populacéo total de bactérias mesdfilas e fungos que
apresentam crescimento detectavel em até 5 dias, em agar caseina-soja a 32,5°C
+2,5°C e em até 7 dias, em agar sabouraud-dextrose a 22,5°C +2,5°C (168).

Para este procedimento, primeiramente foi preparado o caldo neutralizante
DEY-ENGLEY conforme descrito na FB e no item 4.1.5.4.

Também foram preparadas placas de petri contendo 20mL de agar caseina
soja para analise de bactérias e sabouraud-dextrose para analise de bolores e
leveduras, os quais foram elaborados conforme instrugédo do fabricante, esterilizado

e vertidos nas placas.

Preparo da amostra teste com caldo neutralizante DEY-ENGLEY:
A inibicdo do efeito antimicrobiano de metabdlitos secundéarios presentes na

amostra foi neutralizado como descrito a seguir. Em ambiente asséptico, foi
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misturado 1g de amostra das formulac¢des preparadas a 9ml de caldo neutralizante,
e seguidamente realizadas diluicbes decimais sucessivas com agua destilada estéril.

Contagem do numero total de microrganismos mesofilos

Foi verificada a existéncia de bactérias mesodfilas e fungos nas formulagdes
preparadas com EBA e também para o placebo. Para isso, foi empregado o método
de contagem em placa com semeadura de superficie (168). Este teste consiste na
contagem do numero de microrganismos que apresentam crescimento visivel, em
até 5 dias, em agar caseina-soja a 32,5°C +2,5°C, para avaliacdo da presenca de
bactérias e em até uma semana, em agar sabouraud-dextrose a 22,5°C +2,5°C,
para detectar o desenvolvimento de fungos.

O registro do resultado para determinacdo do numero de microrganismos foi
calculado a partir da média aritmética das placas de cada meio e o nimero de UFC
por grama ou mL do produto e assim, determinar se o produto satisfaz as exigéncias

microbioldgicas farmacopeicas para o fim que se propde (168).

4.7 ESTUDO IN VITRO DE LIBERACAO DA CATEQUINA DA EMULSAO COM
MICROPARTICULAS CARREGADAS COM EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE
EUGENIA DYSENTERICA

Para o ensaio de liberacao foi utilizado células de difusdo de Franz (area
de difusdo =1.85cm?) modificadas e membranas sintéticas hidrofilicas de acetato de
celulose (PM 12000 a 4000 Da, Fisherbrand, Leicestershire, UK) para separar o
compartimento doador do receptor de cada célula.

No compartimento doador foram adicionadas as amostras (extrato de E.
dysenterica, microparticula + extrato de E. dysenterica e emulsdo + microparticula).
A solugéo receptora contida no compartimento inferior da célula foi um tampé&o
fosfato pH 7,40 mantido a temperatura ambiente durante todo o tempo do
experimento. Essa solucdo foi sendo reposta ao compartimento receptor a medida
que, de 1 hora em 1 hora, foram coletadas para analise de 1mL de solucéo
receptora ao longo de 24 hora de experimento.

A quantidade de farmaco liberada foi determinada por CLAE pela analise
das amostras coletadas apoés a filtragdo em membranas acopladas a seringas de

porosidade de 0,22um usando a mesma metodologia validada por Ferreira Nunes et
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al. (2017) (150). O perfil de liberagdo da catequina a partir das formulagbes foi
determinado correlacionando-se a quantidade de catequina liberada (pg) em funcao
do tempo (h).

Para se determinar a quantidade de farmaco liberado que se difunde
através da membrana hidrofilica em cada intervalo de tempo foi necessario realizar

um célculo de acordo com a seguinte equacao:

Q reait = C mensurado X Vi + Va X 3 "1 Ca (Equagéo 1)

onde: Q reat € @ quantidade liberada acumulada de catequina no tempo t; C mensurado €
a concentracdo mensurada de catequina da coleta no tempo t; V. € o volume do
compartimento receptor da célula de difusédo; V, é o volume de amostra removido na

coleta; e Ca € a concentracdo de catequina na amostra removida.

4.8 ESTUDOS DE PERMEAQAO CUTANEA IN VITRO DA CATEQUINA DA
EMULSAO COM MICROPARTICULAS CARREGADAS COM EXTRATO AQUOSO
DAS FOLHAS DE Eugenia dysenterica

Para a realizacdo dos experimentos de permeacdo cutanea, as peles de
orelha de suinos foram doadas pela Bonasa Alimentos (Brasil). As células de
difuscao vertical do tipo Franz modificadas foram montadas usando pele de orelha
de porco para separar o0 meio doador do receptor Figura 3.

Inicialmente as células de difusdo de Franz foram montadas utilizando a pele
de orelha de suino separando o meio doador do meio receptor. O compartimento
receptor foi preenchido com solucdo tampdo pH 7,40. Em seguida, as células
montadas foram colocadas em banho de aquecimento a 32°C e deixadas por 30
minutos. No compartimento doador foram adicionados 0,5g de cada formulacao,
microparticulas contendo EBA ou somente EBA. A solucao receptora foi mantida sob
agitacdo constante (600rpm) durante todo o periodo do experimento (24 horas).

Ao final dos experimentos de permeac¢ao cutanea, foi quantificado a catequina
gue permaneceu retida no estrato corneo na pele remanescente. Utilizou-se para tal
a técnica denominada tape stripping.

A pele de suino foi retirada da célula de difuséo, limpa com agua Milli-Q e

seca com papel toalha. Em seguida ela foi esticada e fixa sob um suporte de isopor.
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Um template de plastico com area de 1cm? foi colocado sob a pele para deixar
exposto somente a area que permaneceu em contato com a formulagédo. O estrato
corneo foi totalmente removido com o auxilio de 10 fitas adeivas 3M. Em seguida,
tanto as fitas adesivas quanto a pele remanescente picotada com auxilio de uma
tesoura individualmente foram colocadas em frascs de vidro d&mbar, de onde se
extraiu a catequina pela adicdo de 5 mL de tampdo pH 3,0. Os frascos foram
colocados em Ultra-turrax (IKA T18) por 5 minutos a 6000rpm para extracdo da
catequina das amostras. ApOs este processo, as amostras foram centrifugada a
4000rpm por 30 minutos em centrifuga (TDL 80-2B). O sobrenadante das amostras

foi filtrado em membrana com porosidade de 0,22um e quantificado por CLAE (150).

Figura 3 - Célula de difusdo do tipo Franz montada com a pele de orelha de suino separando o meio
doador do meio receptor.

4.9 ESTUDO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA FORMULACAO

Para este ensaio foi analisada somente a emulsdo com microparticulas com
extrato aquoso contra S. aureus (ATCC 25923) e S. aureus (ATCC 29213)
similarmente ao item 4.2.3.2 e 4.3.1. Neste ensaio ao invés de discos, foram
confeccionados poc¢os no agar e depositados 100mg de amostra em cada pogo e
decorridas 24 horas fez-se a afericdo dos halos comparando-se a 3 medicamentos
disponiveis no mercado para uso tépico no tratamento de feridas, sendo 2 sintéticos

e 1 fitoterdpico (Tabela 5).



Tabela 5 - Medicamentos utilizados no tratamento de feridas
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Medicamentos Concentracao Forma Fabricante
farmacéutica

Sulfato de 5 mg/g pomada Cifarma

Neomicina

Sulfadiazina de 10 mg/g creme Unido Quimica

prata

Fitoscar 60 mg/g pomada Apsen

4.10 ANALISE DOS DADOS

Todos os dados sdo representados pela média e desvio padrdo dos

resultados de pelo menos trés experimentos independentes.

Significancias

estatisticas foram calculadas com o GraphPad Prism Version 5.0, usando testes

One Way Anova para os testes de estabilidade e scratch e Bonferroni para testes

de mdultiplas compara¢des. O nivel de diferencas com significancia estatistica foi

definido como p < 0.05.

4.11 APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O presente estudo envolveu o uso animal com aprovacao pela Comissao de

Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, sob o Protocolo de

namero: 77/2017, o qual aprovou a utilizagdo de ovos embrionados de White leghorn

(235), conforme Anexo 1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade de um medicamento fitoterapico seguramente esta aliada ao
controle da qualidade todas as etapas de sua producéo. Estudos visando comprovar
a qualidade da matéria-prima vegetal, a atividade farmacoldgica, a capacidade
toxicolégica e a biodisponibilidade em seu sitio de acdo podem ser o principio para
nortear uma investigacdo e introduzir no mercado de medicamentos uma nova

opcao terapéutica.

5.1 PARAMETROS DE CONTROLE DA QUALIDADE DA DROGA VEGETAL

Direcionando-se pelos parametros exigidos pela RDC n° 26/2014, que versa
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a notificacdo de
produtos tradicionais fitoterapicos e pela RDC n° 17/2010 que estabelece as BPF,
(49, 50, 190), foi avaliado o perfil farmacognéstico da droga vegetal de E.
dysenterica. A andlise farmacogndéstica apresentou parametros de qualidade que

favorecem a obtencéo de novas informagfes sobre a espécie vegetal.

5.1.2 Identificagao do Material Botanico

Apesar da espécie em estudo ndo estar referida na lista das DCBs, esta
poderd vir a compor a relacdo desta lista, assim como Aloe vera (L.) Burm. F. e
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville que sdo amplamente empregadas em
produtos de uso tdpico (166). Nas bases de dados pesquisadas a espécie esta em
concordancia com Eugenia dysenterica DC., pertencente ao género Eugenia e a
familia Myrtaceae (143, 191).

5.1.3 Caracterizagdo Organoléptica da Droga Vegetal

As folhas exalam aroma caracteristico, sdo avermelhadas quando jovens e
esverdeadas e com brilho quando na maturidade, caracteristicas que podem
contribuir para a sua identificagdo, assim como descritas por estudos anteriores
(Figura4 A e B) (21, 167, 192).
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(A) (B)

Figura 4 - Folhas jovens de E. dysenterica (A). Folhas maduras de E. dysenterica (B)

5.1.4 Secagem e Armazenamento

A matéria-prima vegetal coletada foi desidratada em estufa com circulagdo de
ar artificial. Apés o processo de secagem artificial pesou 3.448,3g e seguidamente
pulverizada 3.379,3g, diferenca esta que se atribui as perdas ao longo do processo.
O material vegetal pulverizado obtido foi armazenado em frasco de vidro e recoberto

com papel aluminio objetivando-se a protecdo da luz até a utilizacdo nos ensaios.

5.1.5 Testes de Pureza e Integridade

5.1.5.1 Determinacdo de Matérias Estranhas

A matéria-prima vegetal que foi usada para obtencdo de extratos necessita
ser avaliada quanto ao seu conteddo de elementos incomuns & sua constituicao.
Com base nas amostras analisadas, apds a separacado do material foram obtidos 4g
de sujidades, o que representa um percentual de 1,2% de material estranho, sendo
assim a matéria-prima coletada apresentou quantidades de impurezas que atendem
as exigéncias da FB que considera para uma amostra de folhas de Eugenia uniflora
L. em conformidade quando esta contem < 2% de material estranho (168). Assim
como na monografia para casca de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(Fabaceae) o valor maximo permitido de material estranho também é de 2% e para
capitulos florais de Arnica montana L. (Asteraceae) que esta estabelecido que néo
deve haver mais do que 5% de caules, (135). O percentual de contaminantes da

droga vegetal examinada esta em conformidade com os parametros farmacopeicos,
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que de maneira geral estipulam um maximo de 2% de tolerancia para material
estranho (190).

5.1.5.2 Determinacdo de Agua

Um fator determinante para a qualidade e seguranca da droga vegetal € o seu
teor de umidade, pois a presenca de agua favorece o desenvolvimento de
microrganismos e a hidrolise de principios ativos (193).

A taxa de umidade das folhas frescas foi de 36,63% * 0,212, apOs receberem
o tratamento de desidratacdo em estufa, apresentaram porcentagem de agua dentro
dos limites estabelecidos pela FB que estipula entre 6 e 15% nas mdultiplas
monografias e com estudos anteriores que avaliaram o p6 das folhas desta espécie
onde foi verificado uma umidade de 8,1% (147, 168). Algumas monografias como a
de folhas de Peumus boldus Molina (Monimiaceae) é de 10,0% e para Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek (Celastraceae) o teor maximo é de 12% (135). Os
resultados de umidade demonstram que 0 processamento esta adequado para a

espécie, pois foi observada uma taxa de 8,73% + 0,503 de umidade.

5.1.5.3 Determinacédo de Cinzas Totais

Na determinacdo de cinzas totais a amostra da droga vegetal depois de seca
e pulverizada foi incinerada e consequentemente toda a sua matéria organica
transformada em CO,, em seguida seu contetudo inorganico, tanto de origem
fisiolégica (carbonatos, fosfatos, cloretos, 6xidos) ou néo fisiolégica (areia, pedra,
gesso, terra) foi incinerado, restando apenas compostos minerais na forma de
cinzas, apresentando 7,02% de residuo. O teor apresentado pela espécie esta
préximo ao designado para a espécie Eugenia uniflora L. que esta descrito em sua
monografia 11%, que assim como a E. dysenterica fazem parte da familia Myrtaceae
(135). Bem como, aproximado do conteudo de cinzas totais alcancado por estudo
realizado com o p6 das folhas de E. dysenterica, que foi reportado um percentual de
2,9% (147). A quantidade maxima aceita pela FB situa-se entre 2 e 20% segundo
descrito em suas monografias (135).

O contetudo de cinzas totais serve como parametro para uma determinada

matéria-prima vegetal, indicando a presenca de impurezas que podem estar
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presentes como contaminantes como terra ou adulterantes, portanto a amostra
analisada estda de acordo com o percentual apresentado por outra espécie do

mesmo género e atende aos parametros exigidos pela FB.

5.1.5.4 Determinacdo de Metais Pesados

Esta previsto na RDC n° 26/2014 a determinacdo de metais pesados para
plantas medicinais uma vez que estes elementos contaminantes podem estar
contidos em amostras de tecidos vegetais em virtude da poluicdo ambiental e
residuo de agrotoxicos (49, 194). A OMS preconiza a determinacdo de chumbo e
cadmio em plantas de uso medicinal (195).

A andlise para quantificacdo por espectrometria possibilitou a determinagao
de dezessete elementos encontrados na amostra da parte aérea foliar da espécie

entre estes 0s metais pesados e elementos minerais essenciais Figura 5.
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Figura 5 - Concentracdo de metais pesados e elementos minerais da folha pulverizada e do extrato

aquoso liofilizado de Eugenia dysenterica

Em relacdo a determinagdo quantitativa dos elementos minerais essenciais
das folhas de E. dysenterica encontra-se o potassio (10,194mg/kg), seguido pelo
calcio (10,129mg/kg), enxofre (1,448mg/kg), fosforo (1,248mg/kg) e magnésio
(1,087mg/kg). Para os metais sobressaiu-se o aluminio (108,561mg/kg). Esta

guantidade de aluminio pode ser atribuida ao reconhecido predominio de elevada



100

concentracdo deste elemento nos solos do cerrado e que algumas plantas como
Miconia ferruginata (DC.) Cogn., Miconia pohliana Cogn. (Melastomataceae);
Palicourea rigida H. B. K. (Rubiaceae); Qualea grandiflora Mart., Qualea multiflora
Mart., Qualea parviflora Mart. (Vochysiaceae); Vochysia elliptica (Spr.) Mart., and
Vochysia thyrsoidea Pohl (Vochysiaceae) que ocorrem nesta regido acumulam este
mineral em suas folhas (196, 197).

Recente, estudo avaliou plantas de E. dysenterica povoando areas
degradadas e contaminadas com metal pesado, neste tipo de solo foi reportado que
a espécie foi mais sensivel ao cadmio (Cd) e promoveu maior translocacdo. Nas
partes aéreas (folhas e caule) foram computados 6,51mg/kg™ de Cd e 383,51mg/kg™
de zinco (Zn), consideravelmente maior quantidade do que a mensurada nesta
avaliacdo que foi de 2,307mg/kg e 10,767mg/kg respectivamente (198). De forma
semelhante Caldas e Machado (2004), relataram altas concentracdes de metais
pesados em plantas nacionais ou de outras regifes geograficas, superior
concentracdo de cadmio foi encontrada em plantas medicinais brasileiras, além de
chumbo (Pb) (199). Alarmantes foram os dados obtidos para extratos de
castanheira-da-india (Aesculus hippocastanum) oriundos de importacdo (Franca e
Alemanha), em que foi detectado Pb em uma taxa de 1.480 mg/g, cerca de 440%
acima da dose admitida que é de 10 mg/kg (199).

Outro estudo, avaliou a presenca de Pb e Cd em plantas em 11 plantas
medicinais Iranianas e destas 10 excederam a concentracdo aceitavel de Pb e no
caso do Cd foram 7 (200). Na espécie Solanum melongena L. (berinjela), foi
encontrado Pb, Zn, Cd e niquel (Ni), sendo sua presenca imputada ao solo onde
esta se desenvolveu, pois neste ha remanescentes destes elementos advindo da
indUstria metallrgica, principalmente Pb e Cd que podem acarretar danos a saude
humana quanto a de outros organismos (201).

A OMS delimita para plantas medicinais e produtos até 10mg/kg de Pb e 0,3
mg/kg de Cd (195). Quanto ao Pb, a amostra encontra-se dentro dos padroes,
porém, em relacdo ao Cd foi constatado valor acima, o que pode ser justificado pela
susceptibilidade que a espécie tem para translocar este elemento (198). Outro
estudo relata que existem plantas que tém a capacidade de acumular estes
elementos (202). Ja em relacdo ao Hg (0,467mg/kg) o derivado vegetal atende o
requisito maximo que é de 1mg/K (203).



101

Portanto, faz-se expressiva a necessidade de enfatizar recomendacoes para
que as autoridades devam fazer cumprir regulamentos para estudos de seguranca
para produtos a base de plantas, a fim de proteger o saude do publico, haja visto
gue metais pesados sao toxicos (204, 205).

Plantas medicinais estdo sujeitas a contaminac¢fes fisico-quimicas (metais
toxicos, agrotéxicos, solventes) e biologicas (fungos, bactérias, parasitas, insetos),
sendo que os elementos contaminantes devem ser evitados e controlados por meio
de medidas que garantam a qualidade da droga vegetal (195).

Frente aos resultados obtidos e seguindo-se as BPF, as medidas tomadas
para a garantia de qualidade foram eficientes, assegurando que o produto estd em

conformidade para seu uso (50).

5.1.5.5 Determinacdo de Contaminantes Microbiol6gicos

Considerando-se que produtos vegetais estdo em contato direto com o
ambiente, logo, estdo passiveis de serem portadores de contaminantes como
esporos fangicos, bactérias e até mesmo de pequenos seres Vvivos, entdo, devido a
estes fatos € de suma relevancia o controle microbiolégico de plantas medicinais
(206). A natureza desta contaminagdo pode provocar deterioracdo da matéria-prima
e causar o desenvolvimento de doencas nos usuarios. Assim, torna-se necessario
garantir a qualidade e seguranca desta forma de produto desde a coleta,
armazenamento, manipulacao até o do produto acabado (207).

Deste modo, uma etapa crucial para a garantia da qualidade € o controle das
BPF, com isso visa-se garantir que o produto cumpra as especificacoes
preconizadas, ou seja, que atendam aos limites aceitaveis de microrganismos
presentes na amostra, considerando-se o0 tipo mais provavel de contaminante
conforme o produto, sendo assim, os limites oficiais sdo de 10’ UFC/g de bactérias e
de 10* UFC/mL de fungos para drogas vegetais submetidas a processos extrativos a
guente (168).

Este ensaio foi realizado visando examinar a existéncia de contaminacao
microbiana na droga vegetal de E. dysenterica, para detectar a presenca de
bactérias e fungos nesta matéria-prima que foi utilizada para o preparo do derivado
vegetal e posteriormente das formulacdes.
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Na contagem do numero total de microrganismos mesofilos nas folhas
pulverizadas de E. dysenterica, ndo foi observado crescimento de bactérias e 2,3 x
10% UFC/g de fungos. A auséncia de desenvolvimento bacteriano em qualquer das
repeticbes pode ser atribuido ao produto estar isento de contaminacdo bacteriana.
Em relagédo a presenca de fungos, os resultados da contagem estdo de acordo com
os limites estabelecidos oficialmente, pois foi observado < 10* UFC/mL.

5.2 PARAMETROS DE CONTROLE DA QUALIDADE DOS DERIVADOS VEGETAIS

Semelhantemente a droga vegetal o derivado também deve estar em
concordancia com os parametros exigidos pela RDC n° 26/2014, RDC n° 17/2010
(49, 50, 190). Analises de controle da qualidade do derivado vegetal séo

imprescindiveis para contribuir para a qualidade do medicamento.

5.2.1 Relacdo Aproximada de Droga Vegetal: Derivado Vegetal

Com o processo empregado (infusdo) o rendimento do EBA foi de 9,27%
(Figura 6 A e B), 0 que estd em concordancia com o encontrado ao manufaturar-se
este mesmo tipo de extrato, como o elaborado por Zorzin (2014), o qual rendeu 7%
(169). Assim como em outra extracdo que utilizou 100mL a mais de solvente e
obteve-se um rendimento de 10% e em outros estudos, variando o rendimento entre
7 e 15,8% (169, 208, 209). Alves et al. (2011), avaliaram a influéncia da
sazonalidade sobre o rendimento do extrato hidroalcéolico seco elaborado com
folhas coletas na estacdo chuvosa e seca e verificaram que os extratos de E.
dysenterica em ambas estacdes exibiram um produto similar, sendo encontrado para
o periodo chuvoso e seco, 15,1 e 15,8% respectivamente (209). A variacdo do
rendimento em relacdo ao encontrado pelos estudos anteriores pode ser em funcéo
da granulometria utilizada, pois quanto menor a particula, maior contato entre estas

e 0 solvente extrator e consequentemente superior rendimento.
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(A) B (B)
Figura 6 - Folhas pulverizadas de E. dysenterica (A). Derivado vegetal das folhas de E. dysenterica

(B)

Neste estudo, a hidrodestilacdo das folhas de E. dysenterica produziu um 6leo
essencial claro, com um rendimento de 0,18%. Um estudo precedente obteve
rendimentos aproximados do encontrado neste estudo 0,15%, por outro lado, noutro
estudo foi obtido 0,34%; v/w, para a respectiva espécie (18, 155). Outra espécie da
familia Myrtaceae, a Eugenia platysema 0, 0039% (210). O 6leo de dois membros da
familia Myrtaceae, Eugenia uniflora e Plinia trunciflora apresentaram rendimento de
0,1% e 0, 2% (w/w), respectivamente (211).

5.2.2 Testes de Pureza e Integridade

5.2.2.1 Determinacado de Metais Pesados

A concentracdo de metais pesados quantificada por espectrometria
possibilitou a determinacdo de elementos na amostra do derivado vegetal
proveniente da parte aérea foliar da espécie (Figura 5). O derivado vegetal esta em
conformidade, pois exibiu concentracées de Pb e Cd que atendem as preconizadas
pela OMS, por conseguinte a amostra do derivado vegetal apresenta ser segura
para uso humano semelhante a um estudo que avaliou a infusdo de Camellia
sinensis (195, 212).

Contudo, a variacdo de metais pesados em relacdo a droga vegetal e ao
derivado vegetal podem ser devido ao processo e ao solvente utilizado na obtencéo
do derivado vegetal, pois na literatura encontram-se relatos que no processo de
extracdo por infusdo normalmente ndo sdo extraidos metais pesados e quando a
extracao utiliza meio acido este promove aumento na disponibilizacdo destes como

foi utilizado neste ensaio (212, 213).
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5.2.2.2 Determinacdo de Contaminantes Microbiol6gicos

No extrato seco de folhas de E. dysenterica ndo foram contabilizadas
nenhuma colénia de bactéria e 1,98 x 10> UFC/g de fungos, com caracteristicas
filamentosas. A FB admite até 10* UFC/mL para bactérias e 10® UFC/mL de fungos
para derivado vegetal, no caso de extrato seco (168). Pela observacdo das
caracteristicas dos fungos, presume-se que sejam fungos endofiticos caracteristicos
da espécie, pois em nosso grupo de estudo, tem sido isolado microrganismos

idéntico para esta espécie (214).
5.2.3 Caracterizacao Fisico-Quimica dos Derivados Vegetais

A caracterizacdo dos derivados vegetais desempenha um papel importante
para o controle da qualidade, a partir do estabelecimento de especificacbes dos
parametros da qualidade essenciais quando visa-se a producdo comercial de

produtos a base de plantas.

5.2.3.1 Caracterizacdo Fisico-Quimica do Extrato Aquoso de Folhas de E.

dysenterica
5.2.3.1.1 Granulometria

Os resultados da avaliagcdo da granulometria do extrato agquoso das folhas de
E. dysenterica permitiram caracteriza-lo segundo a FB, pois suas particulas nao
passaram totalmente pelo tamis com abertura de 355um o0 que o caracteriza como

um p6 semifino (168).
5.2.3.1.2 Determinac&o de Agua

O percentual de umidade do extrato liofilizado foi analisado em analisador por
infravermelho. Assim, foi obtido um percentual de agua de 6,3% 0 que esta proximo
ao relatado por outro estudo com extrato semelhante, onde foi citada uma umidade
entre > 4 e < 6% (169). O resultado de umidade demonstra que 0 processamento

esta adequado para a espécie.
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5.2.3.1.3 Determinacao de Residuo Seco

Apobs o processo de extracdo e da liofilizacdo o extrato apresentou 96,25% de
residuo seco, correspondendo ao percentual indicado na FB que é de = a 95%
(168).

5.2.3.1.4 Determinagédo da Solubilidade

O extrato aquoso de E. dysenterica apresentou solubilidade em agua a
temperatura de 70°C, na relacdo de uma parte de amostra para 10 partes de
solvente (1:10), o que o classifica como uma substancia facilmente solavel conforme
a FB (168). Caracteristica igualmente observada com metanol.

Um estudo avaliou o extrato seco de folhas de Aloe ferox Mill., Aloe africana
Mill. e de Aloe spicata L.f. (Xanthorrhocaceae), que apresentaram solubilidade

parcial em agua fervente (135).

5.2.3.1.5 Determinacgédo da Densidade Aparente

A densidade aparente média do extrato aquoso das folhas pulverizadas de E.
dysenterica encontrada foi de 0,15g/mL, que pode ser considerada aceitavel. Valor
aproximado ao encontrado foi relatado para o p6 das folhas de Montrichardia linifera
(arruda) Schott (Araceae) para o qual foi relatada uma densidade de 0,32g/mL

usando o mesmo método (215).

5.2.3.1.6 Determinagédo de Substancias Extraiveis por Etanol

O teor de extracdo com etanol pode ser considerado efetivo, foi encontrado
um percentual de 34,5% de substancias extraidas, pois o resultado encontrado foi
semelhante ao encontrado para o p6é das folhas da mesma espécie, que foi de
34,9% (147). O quantitativo de extrativos demonstrou uma porcentagem de extragao
relevante, considerando o rendimento de extrato/massa de droga vegetal, dado que

indica a viabilizacdo da sua utilizacao.
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5.2.3.2 Caracterizac&o Fisico-Quimica do Oleo Essencial

5.2.3.2.1 Determinacédo da densidade

A densidade relativa € um parametro de suma importancia nas verificacoes
da pureza e qualidade de um 6leo essencial, sendo um fator indicador de fraudes
neste tipo de derivado vegetal. O Oleo essencial das folhas de E. dysenterica
apresentou densidade de 0,836g/mL, esses valores sdo bem proximos dos relatados
para o 6leo de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., (capim limao) que relatou para
este 6leo uma densidade de 0,892g/mL (216). Outros resultados similares foram
relatados para o Oleo essencial de Baccharis dracunculifolia DC. e Baccharis

uncinella DC., que apresentaram uma densidade relativa de 0,915 e 0,915 (217).

5.2.3.2.2 Determinacéo do indice de Refracéo

O dleo essencial de folhas de E. dysenterica apresentou indice de refracao de
1,492, valores similares foram relatados para o Oleo essencial de Baccharis
dracunculifolia e Baccharis uncinella, que apresentaram um indice de refracdo de
1,459 e 1,460 (217).

5.2.4 Perfil Cromatografico e Andalise Quantitativa do Marcador nos Derivados

Vegetais de Eugenia dysenterica

5.2.4.1 Perfil Cromatogréafico e Analise Quantitativa do Marcador no Extrato AqQuoso

de Eugenia dysenterica

O perfil cromatografico, segundo a RDC n° 26/2014, é utilizado para auxiliar a
identificacdo quimica do material vegetal, sendo critério de exigéncia para derivado
vegetal que pleiteia-se incorpora-lo na manipulagdo de um produto fitoterapico
acabado, principalmente a titulo de requerimento de um futuro registro junto a
agéncia reguladora, ANVISA (49).

O emprego da técnica de CLAE é uma das mais utilizadas, este meétodo
permite a separagdo e o isolamento de substancias de um extrativo vegetal
qualitativamente e quantitativamente, permitindo tanto o0 conhecimento da

composi¢cdo quimica, quanto o potencial principio ativo, como também para a
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determinacdo de uma substéncia, ou grupo de substancias, que sirva como
marcadora da espécie. No que diz respeito ao controle qualitativo e quantitativo do
derivado vegetal, esta técnica € util por possibilitar a separacdo de misturas
complexas como as presentes em extratos e, assim propiciando a padronizacédo do
material vegetal e produtos relacionados. Além de, auxiliar na identificacdo de
espécies e possiveis adulteracdes ao oportunizar a comparagcdo de amostras com
um padrdo ou outra amostra genuina (218, 219).

A analise da proporcédo do marcador quimico no derivado vegetal € uma etapa
substancial para garantir sua seguranca e eficacia de sua utilizacdo. A metodologia
por CLAE desenvolvida por Ferreira- Nunes et al. (2017) é eficiente para estabelecer
o controle de qualidade quimico do extrato aquoso elaborado com as folhas da
espécie nativa do Cerrado, podendo ser utilizado como uma metodologia para
assegurar a autenticidade tanto da matéria-prima vegetal quanto de fitoterapicos
produzidos a partir desta espécie (Figura 7) (150).

De acordo com Gil et al. (2007), este tipo de analise é possivel para esta
finalidade gracas ao sistema de deteccdo por ultravioleta (UV), com arranjos de
diodos (DAD), onde os espectros no UV, obtidos por meio desta técnica geram
informacdes a respeito das classes de marcadores quimicos presentes nas drogas
vegetais, além de permitir discriminar misturas complexas como as dos extratos
vegetais (219).

Esta metodologia alicercada na quantificacdo por CLAE tem sido empregada
mundialmente, inclusive para aferir o teor de catequina (149, 220). Esta técnica foi
empregada com este fim para Camellia sinensis (221). Este método é descrito na FB
para doseamento de acido galico e galocatequina em Stryphnodendron adstrigens
(Mart.) Covile (barbatiméo) e de epicatequina em Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek
conforme se constata em suas monografias (135).

O extrato EBA apresenta em sua composicdo a prevaléncia de catequina, o
gue justifica em partes as atividades farmacoldgicas evidenciadas como cicatrizante,
anti-inflamatoria e antimicrobiana descrita neste estudo.

Estudo conduzido com o extrato etandlico de folhas de cagaita para
determinar a composicao fitoquimica deste derivado vegetal que foi analisado por
meio de cromatografia em camada delgada (CCD), o qual indicou a presenca de
taninos, flavonoides, terpenos e saponinas (18).



108

—~ 10000 4 Tempo
2 o
E g
©
© 5000 - S
[0]
T
2
g 0-
£
! | ! | ! | ! |
0 4 8 12 16

Figura 7 - Perfil cromatografico do extrato aquoso das folhas de E. dysenterica (150)

5.2.4.2 Perfil Cromatografico e Analise Quantitativa do Marcador no 6leo essencial

das folhas de Eugenia dysenterica

O 6leo essencial das folhas de E. dysenterica contém principalmente
sesquiterpenos e monoterpenos (18, 155). Os sesquiterpenos compdem
normalmente até 60% do 6leo de E. dysenterica, obtido por hidrodestilacdo, segundo
a literatura, sendo observado a presenca de sesquiterpenos numa proporcao de
14,8% de beta cariofileno e 10,9% de alfa humuleno (18). A presenca de beta
cariofileno e alfa humuleno em percentuais de 15,36 e 8,07%, respectivamente,
foram reportadas em um estudo recente (155).

A analise por CG-EM mostrou que o 06leo essencial das folhas de E.
dysenterica contem, em sua composi¢ao, varios sesquiterpenos, dos quais beta-
cariofileno e alfa-humuleno representam 43,39% da amostra analisada sendo
24,36% de beta-cariofileno e 19,3% de alfa-humuleno, além de uma expressiva
quantidade de &-selinene pico 5 (24,75%).

Neste estudo, o perfil cromatografico do 6leo essencial de folhas de E.
dysenterica e analisado por meio de CG-EM, revelou a presenca de picos com
tempos de retencao entre 10 e 30 minutos, incluindo beta cariofileno e alfa humuleno
(picos 2 e 4) respectivamente, sendo o primeiro 0 predominante (24,36%),
corroborando os dados ja relatados na literatura (Figura 8) (154-156). Outros 6leos
essenciais obtidos de espécies de Myrtaceae apresentam também altas

concentracOes de terpenos (117, 222, 223).
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Figura 8 - Cromatograma do Oleo essencial de folhas de E. dysenterica obtido por CG-EM, beta-
cariofileno (2) e alfa-humuleno (4)

Estudos prévios tem revelado que ha variabilidade na composicdo de 6leo
essencial oriundo de folhas de E. dysenterica em relacdo a influéncia sazonal
(temperatura, umidade, composi¢ado do solo, latitude) ou por fatores genéticos (140,
156). No entanto, os resultados deste estudo ndo diferiram dos demais encontrados

na literatura.

5.3 DETERMINACAO DE ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS DERIVADOS
VEGETAIS DAS FOLHAS DE Eugenia dysenterica

5.3.1 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana e Concentragdo Bactericida

Minima

A atividade antimicrobiana de EBA foi investigada contra bactérias Gram-
positivas usando os métodos de difusdo e microdiluicdo. O método de difusdo em
permite fazer uma triagem prévia para constatar o perfil de sensibilidade de
microrganismos, enquanto o método de microdiluicdo quantifica o potencial inibitorio
(172).

Conforme preconizado por alguns autores para este tipo de analise, 0s
extratos que exibem uma CIM inferior a 100ug/mL podem ser classificados com uma
a atividade é boa atividade antimicrobiana; CIM de 100 a 500ug/mL a atividade
antimicrobiana é classificada como moderada atividade e de 500 a 1000ug/mL a
atividade antimicrobiana € considerada fraca. Acima desta concentracdo o extrato

pode ser considerado inativo (224). Porém, segundo Aligiannis et al. (2001), a
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eficAcia antimicrobiana abaixo de 500ug/mL é forte, de 600 até 1500pg/mL €
moderada e acima de 1600ug/mL é fraca (225).

De acordo com ensaios realizados por meio de difusdo com discos, pocos e
microdiluicdo, as linhagens bacterianas foram sensivel ao extrato EBA que
promoveu halos de inibigdo, assim como foram ativos a CIM moderada. A
sensibilizacdo das cepas de S. aureus por meio de discos produzira halos limpidos e
de 10mm ou mais com concentragdes 262,5ug/disco para a cepa sensivel (25923) a
AMP, ao passo que a cepa produtora de beta lactamase foi susceptivel a
concentragbes =500pug/disco (Tabela 6 e 7). A partir desta reposta inibitoria
satisfatoria para estes microrganismos procedeu-se o teste de microdiluicdo para
definir a CIM.

Tabela 6. Halos de inibicdo (mm) produzidos por EBA contra S. aureus 25923 por

difusdo em disco ou poco

Amostra Concentrag¢fes pg/disco/pogo
1000 500 250 125 62,5 10
EBA disco pogo disco pogo disco poco disco poco disco pogo disco

16,02 23,72 14,41 21,68 12,18 19,68 10,03 18,64 <10,0 15,555 -
+0,02 +0,06 0,20 1,42 +0,05 +0,10 0,15 0,88 0 +0,25

AMP - - - - 36,74
+0,31
AMOX - - - - - 31,02

+0,38
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Tabela 7. Halos de inibicdo (mm) produzidos por EBA contra S. aureus 29213 por

difusdo em disco ou poco

Concentrac¢fes pg/disco/pogo

Amostra 1000 500 250 125 62,5 10
EBA disco poco disco poco disco poco disco poco disco poco disco
13,26 15,97 - 14,48 NI 12,99 NI NI NI NI -
+0,25 0,11 +0,82 +0,61
AMP - - - - 26,49
+0,08
AMOX - - - - - 18,35
+0,01
NI= N&o inibiu

Nos resultados do teste de difusdo em disco para a cepa ATCC 25923 e a
29213, a zona produzida por AMP para 29213 (26,49mm) ja era esperada, porgque
trata-se uma cepa produtora de B-lactamase e o espectro de atividade desta
penicilina ndo é eficaz para cepas que produzem esta enzima. De acordo com CLSI
M 100 cepas que apresentam halos <28mm sdo resistentes ao agente
antimicrobiano AMP, e = 29mm séo sensiveis, além disso, a presenca de colbnias
dentro da zona do halo também é indicativa de resisténcia o que também foi
observado neste estudo (226).

Os agentes antimicrobianos AMP e AMOX em disco foram ativos contra a
cepa padréao para o teste de difusdo em disco, estando em concordancia com a
norma do NCCLS que considera que com disco contendo 10ug de AMP frente a
cepa ATCC 25923 este produzindo um halo de = 29mm a cepa é sensivel ao agente
e que halos < 28mm demonstram resisténcia, assim como, na microdiluicdo (173).

Comparando-se EBA na concentracdo de 1000ug/po¢co com o medicamento
composto por sulfadiazina de prata utilizado como controle positivo, estas amostras
promoveram halos = 23,0mm, ou seja, valores estes proximos entre si.

Quanto ao Oleo essencial, este apresentou efeito antimicrobiano com
1672 pg/disco e halo <10mm para a cepa 25923, portanto, ndo teve eficacia de

inibic&o.
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Pela avaliacéo por microdiliucdo pode-se observar que o extrato EBA foi ativo
em cepas de importancia clinica com concentracbes consideradas moderadas
(Tabela 8).

Tabela 8 - Concentragdo inibitéria minima - CIM (ug/mL) produzida pelos derivados
vegetais e substancias padrdo por microdiluicdo contra bactérias Gram-positivas de

relevancia clinica

Amostras S. aureus 25923 S. aureus 29213
EBA =156,25 >312,5
Oleo NI NI
Catequina NI NI
Sulfadiazina 278,13 =156,25
AMP < 2 sensivel 2256

OXA < 2 sensivel 2256

NI= Nao inibiu

Quando avaliada a atividade antimicrobiana do composto majoritario de EBA,
observou-se que a catequina isolada (padrao de referéncia) néo inibiu o crescimento
microbiano. Este resultado pode ser justificado pelo fato de que compostos isolados
necessariamente ndo sao responsaveis pela acdo farmacoldgica estudada. O que
nos leva a sugerir que este composto possa constituir um fitocomplexo e este possui
um efeito sinérgico, ou seja, a acdo antimicrobiana pode ser resultante da
contribuicdo conjunta de outros grupos quimicos que juntos sao eficazes (227, 228).
Tem sido reportado o reparo de feridas também em funcéo do efeito sinérgico de
moléculas bioativas que compdem os metabolitos secundarios (229).

Betts et al. (2015), testaram galato de epigalocatequina e quercetina sozinhos
e em conjunto contra S. aureus e foi observado que quando os compostos foram
unidos a atividade antimicrobiana foi superior, além de relatarem que estes
polifendis apresentam potencial acdo antimicrobiana e s&o promissores para
tratamento de infeccdes topicas, fato que corrobora com a atividade antimicrobiana
observada em nosso estudo (230).

Estudos anteriores indicam a presenc¢a majoritaria de catequina e derivados
no extrato aquoso de folhas de E. dysenterica (149, 231). Além disso, a presenca de

abundante acumulo de taninos, tanto no mesdéfilo quanto no floema da nervura
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priméria das folhas desta espécie pode estar associado a este perfil de
sensibilizacdo, corroborando a sua atividade antimicrobiana (16). Assim como outros
estudos descrevem que flavonoides como quercetina tém atividade antimicrobiana
importante (228, 232, 233).

Estudo prévio demonstrou que o extrato hidroalcéolico de C. sinensis
promoveu halos de 22mm e CIM de 350ug/mL muito semelhante a este estudo
(234).

Estudos com extrato de plantas que apresentam compostos como
flavonoides, taninos, saponinas e compostos fendlicos podem exibir atividade
antimicrobiana (235).

Segundo a literatura o 6leo essencial obtido das folhas de E. dysenterica foi
capaz de inibir diferentes cepas de Cryptococcus neofarmans com concentracdes
entre 125ug/mL e 250ug/mL, mas néo teve atividade contra espécies de Candida
com concentracdo de até 1000ug/mL (18). No entanto, em nosso estudo este
derivado vegetal ndo foi ativo satisfatoriamente para bactérias Gram-positivas.
Recentemente, Daza et al. (2017) avaliaram a acdo antimicrobiana da polpa de
cagaita contra S. aureus e observaram potente atividade antimicrobiana (236).

Victoria et al. (2012), também avaliaram a atividade antimicrobiana por meio
de difusdo em disco e microdiluicdo do 6leo essencial de folhas de E. uniflora L.
contra bactérias e fungos, neste estudo, o CIM para S. aureus foi de 0,8mg/mL
(126). Magina et al. (2009), extrairam Oleo essencial de folhas de Eugenia
brasiliensis Lam. e verificaram que este possui forte acdo inibitoria para S. aureus
25923 com CIM igual a 156,2ug/mL idéntica a que foi observada neste estudo. Ja o
oleo de Eugenia umbelliflora O. Berg demonstrou forte acdo contra S. aureus com
CIM de 119,2ug/mL (137).

Usando a técnica de microdiluicdo, Pessini et al. (2003), testaram o0 extrato
hidroetandlico de folhas e E. uniflora, o qual apresentou CIM de 250ug/mL frente S.
aureus (237).

Um screening avaliou plantas que sdo empregadas na medicina tradicional
para tratamento de doencgas infecciosas, dentre estas o extrato hidroetandlico de E.
uniflora L. e Psidium guava L. que, assim como E. dysenterica pertecem a familia
Myrtaceae, encontrando por microdiluicdo uma CIM de 250ug/mL para ambas as
espécies contra a cepa ATCC 25923 de S. aureus (224).
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Estudos anteriores ja evidenciaram que espécies do género Eugenia
apresentam atividade antibacteriana, como por exemplo, o Oleo essencial de
Eugenia caryophyllus (Spreng.) Bullock & S.G. Harrison , que promoveu inibicdo do
crescimento de E. coli e S. aureus (238). A atividade antibacteriana da espécie
Eugenia umbelliflora O. Berg também ja foi descrita na literatura, sendo reportado
que folhas e frutos destas espécies mostraram promissora atividade contra micro-
organismos Gram-positivos, como S. aureus (239).

Além das plantas do género anteriormente comentada pelo seu poder
antimicrobiano, também é reportado que as plantas que apresentam predominio de
compostos fenélicos como as da familia Lamiaceae como Thymus vulgaris, Melissa
officinalis, Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis tem sido reportadas como
promissoras fontes para a busca de compostos com boa atividade antimicrobiana,
pois foi encontrada zonas de inibicdo de 12-19 mm com CIM de 0,125-0,5 mg/mL
contra S. aureus assim como aqui reportado (121).

Os metabdlitos secundarios advindos de vegetais promovem sensibilizacdo
antimicrobiana de diversas maneiras: os fenois e acidos fendlicos inibem enzimas,
enquanto flavonoides formam complexos com proteinas o que leva a ruptura da
membrana do microrganismo (110). Taninos sdo metabdlitos efetivos contra
microrganismos, eles agem inativando a capacidade de adesdo microbiana, o
transporte de enzimas na membrana celular e também formam complexos com
polissacarideos (6, 110).

Em geral as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a compostos
provenientes de plantas, esta superior sensibilidade deriva da diferenca estrutural
apresentada por estas bactérias (173, 224, 240, 241).

Em relacdo a performance bactericida (CBM) de EBA foi de 312,5 e 1250
ng/mL para S. aureus 25923 e 29213, nesta ordem. Enquanto, a sulfadiazina foi de
156,25 e 321,5ug/mL para as respectivas cepas. E o padrdo AMP foi de 625ug/mL

para a cepa 29213. O que demonstra que a atividade antimicrobiana e moderada.
5.3.2 Avaliacéo da Viabilidade celular
Esta avaliagdo em cultura de células fornece uma importante ferramenta para

estudo da citotoxicidade de compostos, visto que, este ensaio permite definir o

potencial de degeneracdo ou morte celular provocado pelos compostos analisados.
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Assim, o ensaio de viabilidade celular demonstra o quao nocivas substancias podem
ser, além de auxiliar na precaucéo de reacfes que posteriormente podem advir do
contato destes com 0 usuario.

Considerando a necessidade de avaliar se os derivados vegetais apresentam
citotoxicidade e buscando-se parametros de seguranca na utilizacdo destes
compostos, no presente estudo foi realizada a avalicdo do EBA, 6leo essencial e o
alfa-humuleno frente a 3 linhagens celulares: L929 (fibroblasto), HaCat
(queratindcito) e RAW 264.7 (macréfago) por 24 de exposicdo. Neste teste, onde
observou-se a concentracdo inibitéria letal de 50% da viabilidade celular das
linhagens citadas acima (Figuras9 AeB,10AeBel1ll AeB.

1001 Oko E. dysenterica
B Afia-humuleno

Viabilidade celular 26
Viabilidade celular 2o

Log da concentrag&o Log da concentragdo

Figura 9 - Viabilidade celular in vitro do EBA e do 6leo de folhas de E. dysenterica para a linhagem de
fibroblasto (L929) por ensaio de MTT. (A) EBA. (B) 6leo essencial e alfa-humuleno
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Figura 10 - Viabilidade celular in vitro do EBA e do 6leo de folhas de E. dysenterica para a linhagem de

queratindcito (HaCat) por ensaio de MTT. (A) EBA. (B) 6leo essencial e alfa-humuleno
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Figura 11 - Viabilidade celular in vitro do EBA e do ¢éleo de folhas de E. dysenterica para a linhagem de
macréfago (RAW 264.7) por ensaio de MTT. (A) EBA. (B) 6leo essecial e alfa-humuleno

A Tabela 9 mostra que os valores de ICsy (concentracdo inibitoria letal de

50%) das

linhagens celulares avaliadas. Em geral,

as

linhagens celulares
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apresentaram-se tolerantes aos compostos analisados. A linhagem de queratinécito
foi mais sensivel ao EBA do que a de fibroblasto e macréfagos. Em relacéo ao 6leo
essencial, macréfagos foram mais sensiveis do que as demais linhagens avaliadas,
assim como para o padrao isolado alfa-humuleno. O menor valor encontrado para

ICso testado foi de 123,5ug/mL para o EBA frente a queratindcitos.

Tabela 9 — Valores de ICsy para as linhagens celulares de (L929) fibroblasto,
gueratinécito (HaCat) e macrofago (RAW 264.7)

Linhagem celular L929 HaCat RAW 264.7
Amostra ICs0 ng/mL ICs0 pg/mL ICs0 pg/mL
EBA 170,3 123,5 286,1

Oleo 542,2 399,5 292
Alfa-humuleno 577,4 625,6 311,15

Outros estudos avaliaram in vitro o efeito de derivados vegetais oriundos da
E. dysenterica, incluindo linhagens de fibroblastos e macrofagos. Usando o extrato
etandlico de sementes e hidroalcoolico obtido a partir das folhas, a avaliacao revelou
uma viabilidade de 48% dos macréfagos (AMJ2-C11) com 80pg/mL (145, 159).
Outro estudo relevante foi o realizado com células de rim de macacos (MA-104), no
qgual avaliou-se o extrato etandlico de folhas de cagaita, observando-se que até com
500ug/mL este derivado néo foi toxico, corroborando os dados demonstrados neste
trabalho (17). No entanto, a atividade citotoxica do extrato aquoso de folhas desta
espécie em células neurais (SH-SY5Y) foi avaliada por Gasca et al. (2017) e
apresentou ICso de 7,8ug/mL (151). Em relagéo ao 6leo, ndo foi encontrada nenhuma
avaliacao, portanto, sendo esta a primeira.

Em relacéo ao 6leo essencial de folhas de E. dysenterica, ndo foi encontrada
nenhuma avaliagdo na literatura para citotoxicidade in vitro, portanto, sendo este o
primeiro relato em relagéo as linhagens celulares aqui descritas.

Outro dado que corrobora a inocuidade dos derivados vegetais analisados
sé@o os critérios estabelecidos pelo National Cancer Institute (NCI, USA), o qual
estipula para extratos o valor de ICsp de no maximo 30 pg/mL para considerar-se

uma atividade citotoxica em potencial (242).
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5.3.3 Atividade Anti-inflamatdria — Dosagem de Oxido Nitrico

O oxido nitrico (ON) e gerado por meio da acdo da enzima Oxido nitrico
sintetase que causa a deaminacdo da L-arginina, e atua como um mediador de
varias acdes biolégicas como vasodilatagdo, neurotransmissdo, inibicdo da
aderéncia e agregacao de plaquetas, além disso intercede a acdo de macréfagos na
eliminacao de patdgenos. Espécies reativas de oxigénio podem ter papéis positivos
e negativos, pois a producdo excessiva de ON, um potente mediador proé-
inflamatorio; resulta em danos citotéxicos em processos patologicos, agindo
particularmente em doencgas inflamatorias (243).

A inflamacédo e um mecanismo fundamental de defesa contra danos teciduais
ou invasao de patdgenos. Este complexo processo é regulado por citocinas que
induzem muitos pro-inflamatorios. Fator nuclear kappa B (NF-k B), que tem sido
envolvido na patogénese de muitas doencgas, incluindo doencas inflamatorias,
desempenha papéis regulatorios nas transcricdbes de mediadores pro-inflamatorios,
tais como sobre a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) e ciclooxigenase-2
(COX-2). INOS e COX-2 sédo conhecidas por produzirem mediadores proé-
inflamatorios, como o oxido nitrico e prostaglandinas em locais inflamatorios (95).

Macrofagos, que sdao amplamente distribuidos no corpo, desempenham um
papel fundamental nos processos inflamatérios, fornecendo uma defesa imediata
contra agentes exdégenos como: lipolissacarideos, interleucina 1B (IL-1B) e
interferon-y (IFN-y) pela ligacdo com o receptor toll-like receptor-4 (TLR-4) que por
sua vez, ativam a sinalizacao inflamatdria via NF-kB. Isto estimula posteriormente a
liberacdo de numerosos mediadores pré-inflamatérios como o 6xido nitrico, o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6). A endotoxina bacteriana (LPS)
desencadeia a producao de mediadores inflamatorios, como iINOS, COX-2, factor de
necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucinas (ILs) em macrofagos estimulados por LPS
(95). Portanto, farmacologicamente a reducdo dos mediadores inflamatérios
induziveis pelo LPS é considerada como uma estratégia terapéutica eficaz para
aliviar uma variedade de disturbios, incluindo condi¢ges inflamatérias causada pela
ativacao de macroéfagos.

Para avaliar os efeitos de EBA, do Oleo essencial, do alfa-humuleno e da
dexametasona na producdo de ON, a quantidade deste foi mensurada no

sobrenadante da cultura, utilizando o reagente de Griess (184). O presente estudo
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demostra que os derivados vegetais e 0 padrao isolado sado capazes de suprimir a
producdo de ON em macréfagos RAW 264.7 estimulados por 1pug/mL de LPS. Para
determinar que a inibicdo do ON nao resulta da morte celular os valores de ICsg
obtidos do ensaio de MTT descritos acima, foram empregados neste ensaio e
adicionalmente subconcentracdes, o que comprova que o efeito ndo decorre da
reducdo do numero de células. De fato, o EBA e o 6leo marcadamente foram
responsaveis pela inibicdo da producdo de 6xido nitrico. Ambos derivados, EBA e
0leo mostraram efetiva agado = 49,87% sobre inibicdo deste mediador inflamatorio.
Houve uma grande diminuicdo na producdo de 6xido nitrico apés o tratamento com
EBA na concentracdo de 100ug/mL, e reducdo menos acentuada foi observada na
subsequente diluicdo testada (Figura 12). Na concentracdo 100ug/mL de EBA a
inibicdo de ON foi de 49,87%, maior que o0s 43,43% inibidos pelo controle positivo
dexametasona 125pg/mL, porém, ndo teve diferenca estatistica. Quanto a
capacidade de 100ug/mL de EBA supimir a producdo de ON comparado ao indutor

LPS, sei efeito foi significativo.
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Figura 12 - Niveis de produgcdo de o6xido nitrico no sobrenadante de macrofagos RAW 264.7
incubados com EBA nas diferentes concentracdes e estimulados com 1ug/mL de LPS, durante 48
horas, em trés experimentos foram calculados por ONE WAY ANOVA, seguidamente com o Teste

Comparativo Multiplo de Bonferroni (p <0,05 vs LPS)
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De maneira geral, os dados observados, revelam que o extrato aquoso de
folhas de E. dysentrica apresenta atividade anti-inflamatoria sobre as células RAW
264.7, reduzindo a producdo de ON quando comparado ao controle que recebeu o
estimulo com LPS. Em parte a atividade anti-inflamatéria apresentada pela espécie
pode ser atribuida a forte propriedade antioxidante propiciada pela presenca de
flavonoides em suas folhas e anteriormente ja ressaltada e reportada tanto in vitro
como in vivo (145, 150, 152). Além disso, o efeito anti-inflamatdrio de catequinas ja
foi observado e este deu-se por meio da inibicdo da enzima ciclooxigenase 2
(COX2) (244).

Quanto ao Oleo essencial, foi analisada sua capacidade de neutralizar a
producdo de ON. Conforme apresentado na (Figura 13), em células RAW 264.7
apos tratamento com 6leo e alfa-humuleno quando estimuladas por LPS foi
observado que a producdo de ON no meio diminuiu significantemente quando
comparado a dexametazona (controle positivo de inibicédo) (p <0,05). Esses achados
indicam que os compostos estdo correlacionados com a eficacia farmacolégica anti-
inflamatoria.
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Figura 13 - Efeitos do 6leo essencial das folhas E. dysenterica sobre a producdo de ON induzido por
LPS em RAW 264.7 usando o ensaio de Griess. Os macrofagos foram incubados na presenca de
Oleo, alfa-humuleno ou dexametasona em combinacdo com LPS 1ug/mL durante 48 horas. As
diferencas significativas relacionadas aos valores de concentracdo de 6leo essencial (o0Ed); alfa-
humuleno (a-humu) e a dexametasona (Dexa) e da producdo da inibicdo de 6xido nitrico em células
estimuladas com LPS em trés experimentos foram calculados por ONE WAY ANOVA, seguidamente
com o Teste Comparativo Mdltiplo de Bonferroni (°p = 0,05 vs Dexa 125. bp <0,05 vs Dexa 62,5 .
°p<0,05 vs LPS)
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O 6leo essencial inibiu 0 mediador pré-inflamatério ON possivelmente porque
este derivado vegetal das folhas de E. dysenterica e composto majoritariamente por
alfa-humuleno e beta-cariofileno, estes possuem propriedades anti-inflamatorias que
podem estar associadas a esta elevada concentragdo de sesquiterpenos
observados na espécie aqui estudada. Nossos achados sé@o consistentes com os de
estudos anteriores que reportam que estes compostos exibiram acdo farmacologica
baseada na inibicdo da interleucina IL-B1 (citocina pro-inflamatoria associada a
resisténcia a insulina), histamina e TNF-a (potente citocina pré-inflamatéria na
geracao de stress oxidativo) e outros mediadores pro-inflamatoria (245-247).

O estresse oxidativo e a inflamacdo sdo caracteristicas comuns de muitas
doencas inflamatérias e suas complicacbes e, também foram associadas a
processos em doengas inflamatorias de pele. Estudos anteriores mostraram que as
plantas tém propriedades importantes para serem exploradas como fonte de
medicamentos, proporcinonado a identificacdo de novos agentes anti-inflamatérios
(243).

Fernandes et al. 2007, relataram que ambos os compostos reduziram a
producdo de prostaglandina E, e também a inducdo de expresséo de 6xido nitrico e
ciclooxigenase (COX-2) in vivo, sugerindo acdo muito similar a dexametasona (247).
Semelhantemente, Medeiros et al (2007), observaram que a adminstracao de alfa-
humuleno inibiu o nivel de TNF-a em 100% e de L-18 em 50% e estes também
compararam com dexametasona e obtiveram acdo muito aproximada, 100% e 88%
para estas citocinas (246). Outra possibilidade de acao anti-inflamatoria pode estar
ligada a capacidade do beta-cariofileno ser como um ligante funcional do receptor
CB,, um ligante anti-inflamatério, o qual age reduzindo os niveis de citoquinas em
uma cultura de macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (248-250). Muitos
compostos de plantas medicinais demonstraram efeito de inibicdo da expresséo da
enzima Oxido nitrico sintetase, dentre estes sesquiterpenos e flavonoides (243).

As observacdes, quanto ao potencial de inibicdo da producéo de nitrito por
parte do 6leo essencial, corrobora recentes estudos que também avaliaram este
derivado vegetal através da metodologia de inibicdo do Oxido nitrico gerado
espontaneamente pela decomposicdo do nitroprussiato de sédio, um composto
quimico que serve como fonte de obtencdo deste medidor. Neste estudo foi

observado a acao de concentractes de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2ug/mL, as quais foram
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capazes de remover ON em 44,62; 43,45; 48,97; 51,09 e 47,05%, semelhantemente
ao &cido ascorbico (36.73%) utilizado como controle positivo, além disso, a
capacidade antioxidante foi analisada e observado o efeito sobre a prevencéo da
lipoperoxidacdo com ICsy de 1,2ug/mL, similarmente ao  acido ascérbico,
corroborando o presente estudo (154).

Neste sentido, compostos com efeitos anti-inflamatérios contribuem neste
processo. Encontra-se reportado que os metabdlitos secundarios beta-cariofileno e
alfa-humuleno demonstraram in vivo inibir histamina com acdo equivalente a
dexametasona (247). Além disso, beta-cariofileno inibiu tanto a interleucina IL-2 e IL-
10, ambas citocinas pro-inflamatorias, sugerindo que compostos terpenoides
também tém um potencial anti-inflamatério através da inibicdo das respostas imunes
da T-Cell ratificando o potencial imunomodulador deste composto (251).

Beta-cariofileno tem mostrado ser um ligante para o subtipo CB, um receptor
canabinoide, assim este composto pode estar envolvido no efeito anti-inflamatério do
Oleo essencial E. dysenterica, através da ativacdo CB,, este sesquiterpeno poderia
potencialmente modular a continuacdo da inflamacdo através do sistema
endocanabinoide (248). Beta-cariofileno, um composto majoritario do éleo essencial
E. dysenterica, para o qual foi demonstrado que é um ligante seletivo e agonista dos
receptores canabinoides CB2 descrito na literatura, cociliado a estas acoes e,
consequentemente apresentando-se como uma potencial estratégia no tratamento
do processo inflamatorio (248, 252). Estudos anteriores relatam que este
sesquiterpeno é um anti-inflamatorio nédo esteroidal, acrescido de caracteristicas
como: antialérgico, citoprotetor e néo irritante para a pele (253).

Entdo, no caso de lesdes ou por conta da liberagdo de mediadores
inflamatorios, como por exemplo: interleucinas, fator de necrose tumoral, proteases
inflamatorias, e histamina, os quais sao liberados apos ativacdo de mastocitos. O
composto beta-cariofileno tem sido proposto como regulador da ativacdo destas
células, pois, trata-se de um ligante seletivo e agonista dos receptores canabinoide
CB,, apresentando-se como uma potencial estratégia para tratamento de inflamacéo
e dor (248). O papel destes metabdlito secundario advém do efeito inibitério de
células microgliais, linfocitos, bem como de citocinas pro-inflamtérias (254). A
perspectiva do emprego na intervencdo de processos inflamatorios por ligante
agonista canabinoide de receptores CB, enddgeno como o beta-cariofileno ampliam

as possibilidades terapéuticas para tratamentos topicos cutaneos (255).
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Recentemente, Han & Parker (2017), relataram atividades anti-inflamatoria,
imuno-modulacdo e remodelacdo de tecidos pelo Oleo essencial de Eugenia
caryophyllata, imputando a inibicAo de citocinas proé-inflamatérias usando
fibroblastos e possivel favorecimento na melhora de doenca da pele humana (256).
Atividade antiinflamatéria de Oleos essenciais de Syzygium cumini e Psidium
guajava, outras espeécies da familia Myrtaceae também foram observadas (113).
Revisdo atual sobre as atividades biolégicas de varios 6leos essenciais, incluindo
estudos clinicos reportou a acao de 6leos essenciais (257).

Sendo assim, EBA e o O6leo essencial das folhas de E. dysenterica
expressaram capacidade de proteger contra a acdo do Oxido nitrico possivelmente
por meio da supressdo da inducdo da enzima o6xido nitrico sintetaze mediada por

lipolissacarideos.

5.3.4 Avaliagdo do Fechamento de Feridas — Agéo cicatrizante

Na fase de re-epitelizacdo, os fibroblastos sdo importantes no reparo da
derme ferida, estas células proliferam e migraram na area da ferida, sintetizando
nova matriz extracelular (MEC) (258).

Neste estudo, buscou-se averiguar a capacidade do EBA, do 6leo essencial
de folhas de cagaita e do padréo isolado alfa-humuleno na re-epitelizacdo de tecidos
lesionados, para isso apés a abertura da ferida na monocamada de células foram
feitos os tratamentos e 0 acompanhamento fotografico da evolugado do fechamento
da ferida, proporcionado pela migragao celular.

O teste de fechamento de ferida em monocamada demonstrou que o
tratamento com EBA n&o favoreceu a migracdo celular para ambas as linhagens
avaliadas, no entanto, o 6leo essencial de E. dysenterica influenciou no processo de
migracao celular. As células L929 e HaCaT tratadas com 0Oleo demonstraram um
fechamento da ferida mais rapido.

No grupo L929, tratado com 6leo essencial, o fechamento completo da ferida
foi observado apos 12 horas de tratamento, enquanto no grupo controle esse
fechamento completo so foi observado apos 24 horas (Figura 14 e 15).
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Figura 14 - Efeito do 6leo essencial das folhas de E. dysenterica na migracdo e proliferacdo de
fibroblastos usando ensaio de scratch depois de 24 horas de incubacdo com DMEM (controle) ou
542,2pg/ml de dleo. Os dados est@o expressos em porcentagem de &rea da ferida com tratamento e
sem tratamento de trés experimentos

Figura 15 - Imagem do microscépio para avaliar a cicatrizacdo da ferida in vitro do 6leo essencial de
E. dysenterica no ensaio de scratch utilizando uma monocamada confluente de fibroblastos. Migracéo
de células para a ferida foi observada em resposta a uma lesdo artificial. Uma Unica area
representativa € apresentada imediatamente apés o ferimento ( 0 h) representando o controle sem e
com tratamento; bem como o efeito na migracéo e proliferacdo apos 24 h incubacéo
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Os resultados indicaram que o 6leo essencial de E. dysenterica promoveu a
migracdo celular de feridas induzidas mecanicamente em células epiteliais
(fibroblastos (L929) quando testadas com a dose de 542,2ug/mL, demonstrando
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efeito pronunciado nos fibroblastos em comparagdo com o0 controle.
Consequentemente, estes resultados demonstram a seguranca de E. dysenterica,
ou seja, deste ativo para tratar feridas da pele. De acordo com a literatura, os
compostos alfa-humuleno e beta-cariofileno presentes no 6leo de essencial de E.
dysenterica, corroboram esta atividade farmacologica agindo em sinergia, 0 que
justifica os resultados obtidos neste trabalho (259). Curiosamente, alfa-humuleno
puro ndo foi significativamente capaz de aumentar a taxa de migracdo celular
(Figura 16 e 17). O resultado foi estatisticamente significante entre os grupos de
controle e dleo para L929. O teste estatistico considerou um nivel de significancia de
5% (p < 0,05), nos grupos tratados em comparacdo com o0s controles houve
significAncia estatistica utilizando Two-way ANOVA e o teste de multiplas

comparacoes Turke’s.
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Figura 16 - Efeito do alfa-humuleno puro na migracdo e proliferacdo de fibroblastos usando ensaio de
scratch depois de 24 horas de incubacdo com DMEM (controle) ou 577,4ug/ml do padrdao. Os dados

estdo expressos em porcentagem de &rea da ferida com tratamento e sem tratamento de trés
experimentos
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Figura 17 - Imagem do microscopio para avaliar a cicatrizacao da ferida in vitro do alfa-humuleno no
ensaio de scratch utilizando uma monocamada confluente de fibroblastos. Migracédo de células para a
ferida foi observada em resposta a uma leséo artificial. Uma Unica area representativa é apresentada
imediatamente apos o ferimento ( 0 h) representando o controle sem e com tratamento; bem como o
efeito na migracgéo e proliferagcdo apds 24 h incubagao

No grupo HaCat, tratado com o 6leo essencial, podemos observar que em 24
horas o fechamento da ferida do grupo controle foi de 76% enquanto que 0 grupo
tratado com 6leo apresentou uma cicatrizacdo com fechamento de 80% da ferida,

mas nao foi significante (Figura 18 e 19).
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Figura 18 - Efeito do 6leo essencial das folhas de E. dysenterica na migracdo e proliferacdo de
queratinécitos usando ensaio de scratch depois de 84 horas de incubagdo com DMEM (controle) ou
399,2ug/ml de dleo. Os dados estédo expressos em porcentagem de area da ferida com tratamento e
sem tratamento de trés experimentos
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Figura 19 - Imagem do microscépio para avaliar a cicatrizacao da ferida in vitro no ensaio de scratch
utilizando uma monocamada confluente de queratinécitos. Migragdo de células para a ferida foi

7

observada em resposta a uma lesdo artificial. Uma Unica area representativa & apresentada
imediatamente apés o ferimento (0 h) representando o controle sem e com tratamento; bem como o
efeito na migracgéo e proliferagcdo apds 84 h incubacgao

Corroborando estes achados, Moreira et al. (2017) mostraram que 0 extrato
hidroalcoodlico de folha E. dysenterica promoveram regeneracdo usando a célula
HFF-1 (fibroblastos) ap0s exposicdo a radiacdo ultra-violeta (19). Extratos de
Caléndula officinalis, estimularam a proliferacdo e a migracdo de fibroblastos
utilizando o ensaio de scratch com fibroblastos 3T3, assim como neste estudo (260).

A fase inflamatéria ocorre 1-5 dias ap0s o ferimento e inicia a cascata de cura
da ferida, o fator do crescimento que estimule a producéo do fibroblasto e promove a
sintese do colageno e a segunda fase da cura. A formacao do tecido de granulacéo
envolve a proliferacao de fibroblastos, a deposi¢cao de colageno e o desenvolvimento
de novos vasos sanguineos. Moléculas estruturais da matriz extracelular que estado
se formando, como fibronectina e colageno, contribuem para a formacao de tecidos
de granulacdo. Os principais eventos durante a fase de proliferacdo sdo a
reepitelizacdo, angiogénese e tenséo do tecido cutaneo lesionado, isto &, fibroplasia,
nesta fase os fibroblastos desempenham um papel para restaurar a cicatrizacdo da
ferida, ou seja, a area ferida retornando ao seu estado anterior (261).

Um estudo destacou os efeitos de cura de feridas de alguns metabolitos
secundarios que estimulam os fibroblastos, neste o 6leo essencial de Plectranthus
tenuiflorus estimulou o crescimento dos fibroblastos in vitro, similarmente a este
estudo (262). Resultados podem reafirmar que os terpenos presentes no 6leo de
folha de E. dysenterica podem ser responsaveis para promover a atividade cura da
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ferida atuando na epitelizacdo, pois sesquiterpenos sdo relatados facilitando a
cicatrizacdo. Estudo sobre a acdo anti-inflamatério in vivo do Oleo essencial de
Cordia verbenacea relatam a atividade dos compostos alfa-humuleno e beta-
cariofileno agindo contra a citocina pro-inflamatoria fator de necrose tumoral (TNF-
a), esta citocina esta envolvida na indugcdo de inflamacdo e muitas doencas
cutaneas e inflamatorias sistémicas (245).

Camellia sinensis (Theaceae) é outra planta com dados cientificamente
evidentes para seu potencial antibacteriano, antiséptico, antioxidante, usado para
feridas, queimaduras, coceiras, erupgdes em funcdo dos taninos e flavonoides
contidos nesta espécie (263). Os constituintes de C. sinensis sdo apontados como
promissores para uso topico para a promocao da regeneracdo da pele, cicatrizacao
de feridas, além de ser util para tratar Ulceras, psoriase, rosacea e queratose
actinica, pois foi evidenciado que metabdlitos presentes no cha verde estimularam
queratindcitos 0 que propicia a reconstrucao epitelial (264).

Tsala et al. (2013) reportou que varios extratos brutos e compostos
purificados tem sido analisados e demonstrados seus efeitos na migracdo e
proliferacdo de celulas epiteliais, entre estes foi descrito que o0s terpenoides
aceleram a re-epitelizacdo e fibrose em feridas cirirgicas dérmicas artificiais e
sugerem a possibilidade do uso destes como agentes moduladores tépicos para

células de pele como: fibroblastos e queratindcitos (265).

5.4 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES CONTENDO EXTRATO AQUOSO
SECO OU OLEO ESSENCIAL DE EUGENIA DYSENTERICA

Este estudo procurou realizar o desenvolvimento de formulagdes a base de
extrato aquoso (EBA) ou 6leo de folhas de E. dysenterica na perspectiva de rastrear
a escolha da forma farmacéutica topica inovadora e mais adequada para veiculacao
destes derivados vegetais e assim proporcionar o0s efeitos terapéuticos
preconizados, visto que sistemas de liberagdo de ativos podem penetrar até a
derme, regido da pele onde acontecem as manifestacfes inerentes da inflamacéo e
cicatrizagdo (266). Recentemente, foi relatado que a técnica de encapsulagao
modula a liberagdo e favorece a validade de produtos, com destaque para ser
empregada na aplicacdo de 0leos essenciais e extratos (267).
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A selecdo do polimero que veiculard o composto ativo depende da ligacdo
estreita atribuida a qualidade e depende da finalidade, devendo promover a
liberacdo controlada da substancia ativa no meio desejado, manter a hidratacdo da
pele e ser biocompativel com este tecido, além de prover estabilidade (268).

Considerando-se a possibilidade do uso topico de derivados vegetais
oriundos de folhas de E. dysenterica, visando suas atividades farmacoldgicas
mencionadas (anti-inflamatoria, cicatrizante, antimicrobiana), sistemas foram
desenvolvidos incorporando extrato bruto aquoso 5% ou Oleo essencial 0,04% de

folhas de E. dysenterica.

5.4.1 Desenvolvimento das Formulacdes

A lacuna a ser preenchida com o estudo, é aliar o excelente potencial dos
produtos naturais com propriedades terapéuticas e o futuro desenvolvimento de
medicamentos, pois estas apresentam limitada estabilidade e permeacdo na pele
(22, 23). Umas das principais desvantagens do uso de extratos contendo catequinas
estdo relacionadas com a sua instabilidade, principalmente em relacdo a
temperatura (134). Esta peculiaridade restringe seu uso e entdo, requer estratégias
de formulagcéo. Por essa razdo, uma alternativa para mitigar tal problema e oferecer
maior durabilidade, tem sido o uso de diferentes sistemas, tais como o empregado
neste estudo.

Inicialmente, foram manipuladas formulacbes em base gel de poloxamer. No
entanto, estas formulagbes apresentaram mudancas da consisténcia em menos de
sete dias. De fato quando o extrato foi incorporado a um gel bioadesivo de
poloxamer e quitosana, ele foi instavel por menos de sete dias, apresentando
incossiténcia e coloracéo escurecida o que pode indicar uma incompatibildade entre
0S compostos e também a oxidacdo de taninos devido a quantidade de agua na
composicdo da formulacdo. Sendo assim, estas amostras foram descartadas devido
a impossibilidade de prosseguimento dos estudos sugeridos.

Taninos catéquicos sao susceptiveis a oxidacdo, entdo em funcao disso,
propés-se a encapsulacdo do extrato aquoso bruto (EBA) em microparticulas
poliméricas de quitosana com objetivo de melhorar a estabilidade do extrato em
formulacdo (269). Compostos vegetais tem sido veiculados por meio desta
tecnologia, por exemplo, rutina, quercetina e extrato de Cynara scolymus (45, 270).
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Wisuitiprot et al., (2011), também encapsularam derivado de Camellia sinensis e
obtiveram sucesso no processamento (23).

Inicialmente, as microparticulas de quitosana contendo o farmaco foram
preparadas e caracterizadas quanto ao rendimento, eficiéncia de encapsulacao,
diametro, morfologia e potencial zeta.

Sistemas de liberacdo de farmacos, tais como microparticulas poliméricas,
representam uma importante estratégia terapéutica para uso topico (25). Entao,
analisou-se primeiramente a microparticula obtida por aspersédo antes de preparar a
emulsdo com EBA. Sendo assim, foi proposto o desenvolvimento de emulsdes e

nanoemulsdes visando a efetividade de produtos naturais.

5.4.1.1 Caracterizacdo das Microparticulas

5.4.1.1.1 Rendimento

Processamento por spray drying para obtencdo das microparticulas, foi
obtido um rendimento de 31,25%, semelhante ao conseguido por Gelfuso et al.
(2011) que utilizou do mesmo polimero e condi¢cdes e equipamento idéntico para se
obter microparticulas para encapsular minoxidil (26). O rendimento pode ser
atribuido a adesdo de parte da solucdo pulverizada a parede do aparelho de

secagem, como reportado na literatura (271).

5.4.1.1.2 Eficiéncia de Encapsulagéo

A avaliacdo da quantidade de catequina contida no EBA associada as
microparticulas de quitosana foi determinada por CLAE e foi observado teor de
70,13% de catequina contida nas microparticulas, demonstrando a eficiéncia de
encapsulacdo do EBA por spray-drying.

Ong et al. (2017), encapsularam prépolis com quitosana, buscando
desenvolver formulagéo para tratamento de feridas, e verificaram um percentual bem
aproximado do visto neste estudo, entre 77 e 88% 0 que mostra que o carreador foi
eficiente para o propdsito (272). Outro estudo, conseguiu um percentual semelhante

ao encapsular extrato de folhas de Camellia sinensis, rico em catequinas (134).
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5.4.1.1.3 Granulometria

O diametro das microparticulas examinadas indica que 90% (D 90) das
microparticulas contendo EBA tém diametro menor que 19,69um e as que sO
continham o polimero, didametro menores que 10,25um. Populagdes monodispersas
de microparticulas foram obtidas com quitosana, caracteristica que confere
homogeneidade ao sistema. Além disso, o tamanho reduzido confere maior
comodidade na aplicacdo topica. De acordo com a literatura microparticulas, obtidas
com quitosana que apresentaram tamanho menor que 60 um sdo adequadas para
uso tépico (25).

5.4.1.1.4 Morfologia

A visualizagdo das microparticulas em MEV para andlise de sua estrutura
morfologica revelou que estas sdo em sua maioria esféricas e com a superficie
rugosa nas que so continham quitosana (Figura 20 A e B). As que englobaram EBA

sé&o majoritariamente globulares e rugosas (Figura 21 A e B).

15.0kV SEI M 15.0kV SEI SEM WD 15mm

Figura 20 - MEV das microparticulas produzidas por spray-drying contendo somente quitosana,
microparticulas visualizadas em x 2000 (A) e x 4000 (B)
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X 2,000 X 4,000 15.0kV SEI SEM

Figura 21 - MEV das microparticulas produzidas por spray-drying contendo quitosana e EBA,
microparticulas visualizadas em x 2000 (A) e x 4000 (B)

Pereira et al. (2014) ressaltam que a forma das microparticulas assegura
maior efetividade da cicatrizacdo de feridas e esta pode ser uma caracteristica
vantajoso para o restabelecimento do tecido epitelial, pois, a configuracdo rugosa
mimetiza uma matriz extracelular (25). Huang e Fu (2010), avaliaram o
comportamento de queratindcitos e fibroblastos humanos em contato com
microparticulas com diferentes superficies morfolégicas e, corroboraram com a
afirmacao anterior, pois as microparticulas com superficie irregular foram ser
favordvel para o crescimento celular e cicatrizacdo do tecido devido a sua
similaridade estrutural com a matriz extracelular (273).

Logo, as microparticulas elaboradas neste estudo possuem caracteristicas

positivas para uso topico.

5.4.1.1.5 Potencial Zeta

O valor do potencial zeta obtidos para a microparticula em uma dispersao em
agua foi de 41,1 +4,26mV para as microparticulas carreadoras de EBA e de 45,1
+7,04mV para as microparticulas vazias, mas néo foi diferente significantemente.
Um potencial zeta alto (>30mV) assegura a estabilidade fisica de particulas em

suspensao, pois evita a aglomeracdo. Além disso, a carga positiva conferida pelo
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polimero confere bioadesdo ao sistema uma vez que a pele tem carga negativa em
pH fisiologico.

A avaliacdo das microparticulas de quitosana contendo EBA revelou que
estas sdo positivas, considerando-se esta carga, quando em contato com a via de
adminitracdo que € o tecido cutaneo o qual apresenta carga negativa, isso pode ser
vantajoso, pois a carga da superficie da microparticula e da superficie da pele sédo
correlacionadas a favorecer a penetracao do ativo (274).

Esse potencial estd de acordo com o resultdo relatado na literatura para
particulas com 0 mesmo polimero preparado por método semelhante. Acosta et al.
(2015), obtiveram microparticulas de quitosana contenco extrato de folhas de
oliveira, por este mesmo processo empregado neste estudo e também encontraram
uma carga positiva para as microesferas produzidas. Os autores relataram um
potencial zeta de 47,58 +1,48mV e que esta -caracteristica promove a
mucoadesividade, melhoria da absorcéo, além de, estabilidade (72).

Portanto, espera-se que as microparticulas com carga positiva que indica
potencial para mucoadesividade, propriedade esta relativa a bioadesédo apresentada
pelas microparticulas elaboradas neste trabalho, apresentam caracteristicas

atrativas para o desenvolvimento de sistemas para a administracdo por via topica.

5.4.2 Desenvolvimento da Formulacdo Semi-sélida - Emulsdo com

Microparticulas de Quitosana e Extrato Bruto Aquoso (EBA)

As formulagBes elaboradas em base creme com caracteristica ndo-iénica e
contendo 5% de microparticulas de quitosana carreando extrato aquoso bruto das
folhas de E. dysenterica apresentaram uma tonalidade levemente creme,
homogénea e brilhosa, aspecto liso ao toque e odor agradavel, caracteristicamente
herbal. E o placebo coloracdo branca, homogénea e brilhosa, aspecto sedoso ao
toque e odor agradavel. Inicialmente o pH foi de 5,24+0,03 para a emulsdo com
microparticulas e de 3,95+0,02 para o placebo. Destas formulacdes foram
armazenadas amostras em temperatura ambiente e também sob refrigeracao (2-8
graus) por 7, 15, 30 e 60 dias, periodos em que foi avaliado o pH, as caracteristicas
organolépticas, teor de catequina e determinacdo de contaminantes mesodfilos e
patogénicos conforme requerido pela legislacdo vigente, em consonancia com o

controle de qualidade do produto acabado (Item 5.4.2.1). Além disso, foi avalida a a
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liberacé@o e a permeacgéo desta formulagdo em creme contendo microparticulas com

extrato.

5.4.2.1 Controle da Qualidade do Produto Acabado — Estudo de estabilidade

Visando investigar e assegurar a autenticidade da matéria-prima vegetal,
foram feitas para a droga vegetal as analises preliminares na primeira etapa para
identificacdo botanica, dados de coleta e determinacdo do grau de pureza
englobando sua integridade, caracteres organolépticos, umidade, cinzas, presenca
de material estranho e metais pesados. Na segunda, foram informados o solvente
utilizado, o método de extracdo, rendimento e testes fisico-quimicos incluindo:
determinacdo de &gua, solubilidade e densidade aparente, além do perfil
cromatografico, procedimentos que visam alcancar um padrdo de qualidade
necessario a um medicamento fitoterapico e garantir o seu uso seguro e eficaz e por
fim o estudo do produto acabado.

O estudo de estabilidade do medicamento € primordial tanto quanto o controle
da qualidade, com a finalidade de estabelecer a vida util do produto, além de nortear
as condi¢cdes de armazenamento por meio da ratificacdo das caracteristicas fisicas,
microbiolégicas, quimicas e biologicas (48, 275).

Buscando determinar o tempo de validade da emulsdo com microparticulas
de quitosana carreando extrato aquoso bruto de folhas de E. dysenterica e a melhor
condicdo de armazenamento, a Tabela 10 mostra os resultados observados em
relacdo aos periodos avalidos para o tempo de estabilidade das amostras em
relacdo ao pH. Quanto a este parametro ndo foi observado mudancas relevantes
tanto em relagcdo ao tempo, quanto em relacdo ao local de estocagem e portanto,
manteve um pH compativel com o da pele.

Os resultados obtidos por potenciometria correspondentes desde o tempo
inicial até o tempo 60 dias ndo apresentaram variagdes demasiadas, como pode-se
observar na Tabela 10. Estes valores podem ser considerados passiveis de serem
previstos.

Formulacdes que serdo administradas topicamente requerem um pH similar
ao comumente encontrado no tecido cutaneo, que varia entre 5 e 6, com isso

previne-se reacdes adversas como irritabilidade e problemas de intolerancia (72).
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Portanto, os valores de pH evidenciados para as formulagcdes avaliadas (Tabela 10)
encontram-se dentro da faixa ideal para a aplicacdo topica.

Tabela 10 — Resultados obtidos para o tempo de estabilidade das amostras para
avaliacdo do pH na emulsdo contendo 5% de microparticulas de quitosana

carreando extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica e no placebo

Emulséo + microparticulas Emulséo placebo
Periodos/dias 25+1°C 4+1°C 25+1°C 4+1°C
0 5,24+0,03 5,24+0,03 3,95+0,02 3,95+0,02
7 5,1+0,04 5,12+0.=,02 3,73+0,01 3,72+0,01
15 5,17+0,03 5,14+0,04 3,83+0,02 3,85+0,02
30 5,06+0,04 5,08+0,03 3,77+0,01 3,79+0,07
60 4,77+0,01 5,0+0,01 3,57+0,02 3,52+0,01

Quanto aos parametros organolépticos aspecto, cor, odor e sensacao de tato
acompanhados durante os periodos estipulados, algumas modificagcdes foram
visualizadas principalmente para as amostras de emulsdo contendo 5% de
microparticulas de quitosana carreando extrato aquoso bruto das folhas de E.
dysenterica armazenadas em temperatura ambiente, que logo no sétimo dia sofreu
modificacao fisicas no aspecto e, mais acentuado no décimo quinto dia, pois além
do aspecto a cor também sofreu escurecimento Tabela 11. E sendo assim, pelo que
foi verificado é recomendavel que esta formulacdo seja armazenada sob
refrigeracdo por até 60 dias, periodo em que mantém as caracteristicas inerentes de

uma formulacéo topica desejavel (Figura 22).

Figura 22 - Emuls@o com microparticulas fase inicial (A) e fase final (60 dias) (B)
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Tabela 11 — Caracteristicas organolépticas observadas para o tempo de estabilidade

das amostras de emulsdo contendo 5% de microparticulas de quitosana carreando

extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica e no placebo

EMULSAO + microparticulas Ambiente

Parametros Tempo em dias
0 7 15 30 60
Aspecto Homogéneo Levemente Levemente Levemente Levemente
modificado modificado modificado modificado
Brilho Brilho O paco O paco O paco
Cor Caracteristico Levemente Modificado Modificado Modificado
modificado
Odor Caracteristico  Caracteristico Modificado Modificado Modificado
Sensacéo de Liso Liso Liso Liso Liso
tato
EMULSAO + microparticulas Geladeira
Parametros Tempo em dias
0 7 15 30 60
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Levemente
modificado
Brilho Brilho Brilho Brilho Brilho
Cor Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico Levemente
Modificado
Odor Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico
Sensacéao de Liso Liso Liso Liso Liso
tato
EMULSAO Ambiente
Parametros Tempo em dias
0 7 15 30 60
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Brilho Brilho Brilho Brilho Brilho
Cor Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico
Odor Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico

Sensacéao de

tato

Liso

Liso

Liso

Liso

Liso
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....continuacao

EMULSAO Geladeira

Parametros Tempo em dias
0 7 15 30 60
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Brilho Brilho Brilho Brilho Brilho
Cor Caracteristico = Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico
Odor Caracteristico = Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico  Caracteristico
Sensacgéo de Liso Liso Liso Liso Liso

tato

Para assegurar a qualidade da emulsdo contendo 5% de microparticulas de
quitosana carreando extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica a afericdo do
teor do marcador selecionado, no caso, a catequina foi verificado por CLAE
conforme recomendado pela RDC 26/2014 (49).

Por meio de metodologia validada, foi verificado o teor de catequina, a
substancia utilizada como referéncia no controle da qualidade para verificagdo
durante os periodos de estocagem da emulsdo contendo 5% de microparticulas de
quitosana carreando extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica e abrigada
em temperatura ambiente e sob refrigeracdo (150). Inicialmente a formulacéo
apresentou 20,63ug/mL de catequina, considerado 100% para a formulacédo. Este
acompanhamento assegura que o ativo esteja presente por tal periodo e, infere-se
gue a atividade farmacoldgica assim também seja assegurada. Foi verificado que,
quando mantida a emulsdo com microparticulas em condi¢cdes de temperatura
ambiente esta apresentou degradacdo quimica do marcador analitico abaixo da
faixa de concentracdo aprovada para o derivado vegetal no sétimo dia (75,28%), a
qual é permitida penas 20% de variacdo, e mais pronunciado no trigésimo dia
(17,61%) (Figura 23) (190).
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Figura 23 - Teor de catequina na emulsédo contendo 5% de microparticulas de quitosana carreando
extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica em temperatura ambiente e refrigeragdo por até 60
dias e nas microparticulas em similar periodo e estocagem

Quando mantida a formulacdo sob refrigeragdo, o marcador permaneceu
dentro da faixa de concentracdo aprovada para o derivado vegetal até o décimo
quinto dia (83,26%), porém, a degradacdo obsevada nos demais dias nao foi
abrupta como a anteriormente citada, pois até 60 dias havia 70,72% de catequina
presente na formulagéo (Figura 23).

No décimo quinto dia as que foram armazenadas em temperatura ambiente
comecaram a decair o percentual de EBA, enquanto que as mantidas resfriadas
mantiveram o ativo. Mas ao final de dois meses, ambas demonstraram decaimento,
porém, sempre mais pronunciado nas mantidas em temperatura mais elevada, o que
sugere que 0 armazenamento em temperatura entre 2 e 8 graus € mais favoravel
para este derivado vegetal. Além disso, para atestar a eficacia da formulacdo o
perfil cromatografico corrobora a presenca de catequina contida na emulsdo com
microparticulas de quitosana carregadas de EBA, sendo assim se este marcador

analitico esta presente seguramente os demais também assim estdo Figura 24.

S 10000 5 T i =
3 ] empo (min)
< 8000 H
= 6000 3
° ]
- 4000

f ——EM + EXT
S 20004 /\
2 o
[iF] ¥ I ¥ I I ! I
€ 0 4 8 12 16

Tempo (min)

Figura 24 - Perfil cromatografico por CLAE da emulsdo com microparticulas de quitosana carregadas
de EBA
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Estudos reportam que catequinas apresentam problemas associados com
sua estabilidade, principalmente em relacdo a temperatura. Com relacdo a esta
degradagcdo da catequina foi relatado que o seu teor decaiu pelo menos 50%
durante o primeiro més de armazenamento a temperatura ambiente (276). Um
estudo recente, analisou a estabilidade de microparticulas contendo extrato da
infusdo de Camellia sinensis (L.) Kuntze, sendo verificado que o teor de catequina
nao diminuiu significativamente quando armazenadas em temperaturas abaixo de 4
graus, além disso, estes autores também recomendam o armazenamento sob
refrigeracao, o que corrobora os resultados verficados neste estudo (134).

Foi mencionado que uma formulacdo com microparticulas de quitosana
contendo derivado vegetal de folhas de Olea europaea L. apresentou uma
estabilidade superior a outras que foram mantidas em temperaturas mais elevadas
(72).

Além disso, segundo um estudo atual é a melhor técnica para aumentar a
durabilidade tanto de extratos como de 6leos essenciais (267).

Como o Brasil encontra-se localizado na zona IV, as especificacdes para
estudos de estabilidade para formas farmacéuticas semi-sélidas de base aquosa,
envasadas em embalagens semipermeaveis que serdo armazenadas entre 15 e
30°C séo conduzidos a 40°C e umidade de 75% de umidade (52). Contudo, nao foi
possivel a realizacdo deste em funcdo da susceptibilidade a degradacdo do
marcador analitico adotado.

O controle da qualidade é o conjunto de atividades destinadas a verificar e
assegurar um produto antes deste ser disponibilizado para uso, atestando que este
cumpre com a qualidade preestabelecida.

No que se refere & contaminagcdo microbiana ao proceder-se o controle
microbiolégico para as emulséo contendo microparticulas , os resultados observados
sao relevantes, uma vez que néo foi encontrado nenhum microrganismo mesafilo ou
patogénico, resultados estes provavelmente por conta das boas praticas de coleta e
manipulagdo da matéria-prima vegetal. Os limites microbianos estabelecidos sédo de
10 UFC/g para bactérias e 10' UFC/g para fungos meséfilos e auséncia de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa para formas farmacéuticas de
uso topico (168). Além disso, os resultados sugerem a auséncia de interferéncia do
efeito antimicrobiano na determinagcdo da qualidade de manufatura do produto
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acabado uma vez que ao proceder-se uma comparacéo entre a droga vegetal, o
derivado vegetal e o produto elaborado, empregando microparticulas obtidas por
aspersao contendo EBA, revelaram que o processo aliado a BPF afetaram a carga
microbiana, chegando a auséncia deste no produto final.

Os resultados sobre a presenca de microrganismos reforcam que o0s
procedimentos usados estdo adequados, além de determinar se o produto satisfaz
as exigéncias microbiologicas preconizadas na FB, bem como as regulamentacdes
sanitarias.

Plantas medicinais estdo sujeitas a contaminacdes fisico-quimicas (metais
toxicos, agrotéxicos, solventes) e biologicas (fungos, bactérias, parasitas, insetos),
sendo que os elementos contaminantes devem ser evitados e controlados por meio
de medidas que garantam a qualidade da droga vegetal (195). Frente aos resultados
obtidos e seguindo-se as boas préticas de fabricacdo, as medidas tomadas para a
garantia de qualidade foram eficientes, assegurando que o produto foi produzido de
maneira pertinente para seu uso (50).

No presente estudo, as condicbes empregadas contribuiram para a qualidade

tanto da matéria-prima quanto do produto acabado (168).

Estudo de liberacdo da emulsdo contendo 5% de microparticulas de quitosana
carreando extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica

O perfil de liberacdo da catequina a partir da emulsdo contendo
microparticulas carregadas com EBA foi investigado in vitro, assim como a partir do
EBA e das microparticulas carregadas com EBA (80% em 2 horas). A catequina a
partir do EBA se difundiu rapidamente através do meio aquoso. Quando o EBA
estava encapsulado, conforme o esperado, essa liberacdo de catequina foi
sustentada, onde que somente 20% foram liberados em um dia. J& a incorporacéo
das microparticulas em emulsdo acelerou sutilmente essa liberagcédo, de forma que
30% de catequina foram liberdos em um dia de experimento (Figura 25). A liberagéo
progressiva de uma microparticula que deve ser biodesiva prolonga o efeito da

formulacéo apds aplicacao na pele.
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Figura 25 — Perfil de liberacdo in vitro de catequina contida no extrato bruto EBA, MP QS Ext

(microparticulas soélidas) e emulsdo com microparticulas contendo EBA

Este resultado também pode ser corroborado por outro estudo no qual
observaram que a encapsulacdo de extrato de folhas de oliveira por secagem com
spray drying, no qual confirmam a liberacédo progressiva dos compostos polifenélicos
da amostra (72).

As vantagens que uma forma farmacéutica de liberacdo controlada apresenta
superam as demais formulacdes que nédo sdo desenvolvidas com esta tecnologia.
Entdo, a liberagdo controlada de flavonoide observada neste estudo ressalta a
importancia de estratégias moduladora de entrega de farmacos, destacando-se 0s

matriciais como os microencapsulados.

Estudo de permeacdo da emulsdo contendo 5% de microparticulas de
guitosana carreando extrato aquoso bruto das folhas de E. dysenterica

Os estudos de permeacdo in vitro da emulsdo com microparticulas e dos
controles extrato bruto e das microparticulas, utilizando pele de orelha suina foram
realizados, por um periodo de 24 h. Ao término do experimento, os resultados
obtidos referentes ao marcador analitico (catequina) recuperado do extrato cérneo
ou da epiderme das trés amostras avaliadas foram quantificados.

O extrato seco, apesar de nao restringir a liberacdo da catequina (Figura 26),

promove uma retencdo do ativo na pele em concentracdo comparavel as
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microparticulas que retardam a liberagdo do farmaco. Todas as formulagbes
mantiveram a mesma quantidade de catequina no estrato cérneo. J4& a emulsédo
conseguiu um aumento significativo de aproximadamente trés vezes na quantidade
de catequina que penetrou para camadas mais profundas da pele. As camadas mais
internas do tecido cutdneo sdo o sitio alvo de acdo terapéutica para tratamentos
dermatoldgicos. Formulacdo que apresenta alta taxa de permeacao na pele promove

maior hidratacdo e consequentemente mais efeito protetor.
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Figura 26 - Catequina recuperada da pele suina apés 24 h de experimento de permeacao in vitro a
partir de trés amostras: extrato seco bruto EBA, MP QS Ext (microparticulas sélidas) e Emulsdo com
microparticula contendo EBA, p < 0,0001 usando Two way Anova

O estrato corneo representa a principal barreira fisica da pele, de modo que,
uma substancia que permeia esta camada da pele, apresenta a capacidade de
transpor limitagdes que impecam que o ativo chegue a camadas como a epiderme.
Sendo assim, este ensaio determina a localizac&o e a distribuicdo do composto no
estrato cérneo e na epiderme, demonstrando a penetracdo no tecido epitelial.
Segundo estudos, esta capacidade de tranpor o estrato cérneo pode ser atribiuda a
hidrofobicidade da catequina (23).

Wisuitiprot et al. (2011), desenvolveram microparticulas de quitosana
contendo catequina de Camellia sinesis e, avaliaram a permeacgéo na pele humana,
pois sabe-se que este flavonoide ndo penetra facilmente no tecido cutaneo, e

verificaram percentuais de 66,37% para epicatequina (23). Além disso, neste estudo
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foi afirmado que a quitosana mostrou ser um excelente veiculo para facilitar a
permeacdo de catequinas, pois segundo o0s autores este polimero inibe a
degradacéo deste ativo pelas enzimas presentes na pele. Fato que ratifica o que foi
observado neste estudo e com isso possivelmente a acdo proposta para a

formulag&o atinge o alvo terapéutico.

Estudo de atividade antimicrobiana da emulsdo contendo 5% de
microparticulas de quitosana carreando extrato aquoso bruto das folhas de E.
dysenterica

A emulsdo com microparticulas ndo se difundiu no agar, portanto ndo foi
ativa. Porém, na microdiluicdo esta formulacdo apresentou efeito semelhante ao do
extrato EBA e concentracédo inibitéria minima de 321,5ug/mL para a cepa 25923 e
de 625ug/mL para 29213, demonstrando que esta acdo perdura por 7 dias sem
distincdo de ambiente de armazenamento, e por fim, apds 20 dias ela comeca a
sofrer alteracoes.

Portanto, a formulacdo otimizada com EBA, consistiu de uma emulsédo nao
ibnica com caracteristicas importantes. Apresentou acentuada permeabilidade,
lieracdo controlada e atoxica. Além disso, foi a que apresentou maior tempo de
validade. Todos estes atributos estdo associados a tecnologia de
microencapsulacéo, pois a mucoadesividade da quitosana usada como instrumento
para entrega de ativos € relevante, uma vez que esta propriedade aumenta o tempo
de retencdo do farmaco no local de absorcdo provocando um gradiente de
concentragdo que melhora a absor¢do do ativo. Ademais, considerando as
caracteristicas vantajosas da aplicacao desta emulsédo, que se reflete principalmente
em biodisponibilidade aumentada do principio ativo e o consequente aumento de
sua capacidade terapéutica para feridas cutaneas.

Emulsdes ricas em catequinas foram desenvolvidas e apresentaram ser
estaveis por até 28 dias, também neste estudo demonstraram em humanos que
formulacbes contendo 3% de extrato de Camellia sinensis foram benéficas para
tratamento de pele como acne e reportam que pode ser a atividade anti-inflamatéria
que promove a melhora (277).

Sendo assim, a emulsdo composta por EBA demonstrou potencial para atingir
concentracdes notaveis até a epiderme viavel, ultrapassando o estrato corneo que é

a barreira biolégica da pele com isso aumenta-se a biodisponibilidade do ativo, além
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de outras vantagens como: melhor estabilidade, compatibilidade de pH, promocéao

da angiogénese, inibicdo de microrganismos e atdxica.

5.4.2.2 Avaliacdo do Potencial Irritante dos Derivados Vegetais das Folhas de

Eugenia dysenterica Usando Membrana Corio Alanatoide (MCA)

O potencial irritante de produtos para a pele representa um requisito
fundamental a ser apresentado para demonstrar a seguranca e a eficacia.

Assim sendo, o ensaio HET-CAM (Hens Egg Test- Chorion Allantoide
Membrane) foi usado para a avaliacdo da seguranca, visando estimar 0s riscos ao
usuario, levando em conta as caracteristicas do agente a ser testado, sendo ele o
ingrediente ou o produto acabado. Para cada amostra de derivado vegetal ou
formulagéo testada, foram utilizados cinco ovos embrionados, nos quais foram
observados os efeitos vasculares e estes classificadas de acordo com os critérios
descritos no método de ensaio (186, 278). O ensaio HET-CAM para avaliar os danos
na membrana cério-alantéide € um método validado e reconhecido (279).

As pontuacdes para o HET-CAM mostraram que os derivados vegetais (0leo
e EBA) as formulagbes (Emulsdo com microparticulas e Emulsdo com 0leo)
juntamente com o0s controles negativos (NaCl 0,9% e azeite) todas foram
classificadas como néo irritantes. Porém, NaOH foi classificado como irritante
severo.

Em relacdo aos parametros analisados (hemorragia, coagulacéo e lise de
vasos) e 0s “scores” obtidos tanto para as amostras e os padrdes foi verificado que:
a membrana exposta a NaOH (0.1N) demonstrou severos danos vasculares com
score de irritagdo 21, sendo classificado como um irritante severo. Ao contrario, as
amostras de derivados vegetais e as formula¢des, assim como 0s controles
negativos ndo provocaram nenhum sinal de dano a membrana, sendo assim, estes
compostos receberam score zero, os quais similarmente foram classificados como

nao irritantes (Figura 27).
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Figura 27 - Imagens do ensaio HET-CAM. Representando a membrana apds 300 segundos de
exposicdo ao NaOH (0.1N) controle positivo (A), NaCl (0.9%) e azeite, controles negativos (B e C ),
6leo 1168ug/mL (D) veiculo: emulsdo base (E); EBA 500ug/mL (F); emulsdo 6leo 1168ug/mL (G) e
emulsdo EBA 500ug/mL (H). As imagens representam (n=5/substéncias analisadas)

Previamente, corroborando estes achados, Moreira et al. (2017) avaliaram o

extrato hidroalcéolico de folhas de E. dysenterica usando o teste de opacidade de
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corne bovina e observou que este derivado n&o tem potencial irritante, sendo
considerado seguro (19). Costa et al. (2015) avaliaram microparticulas de quitosana
e estas demonstraram ser seguras pelo comportamento néo irritante também
verificado (280).

Recentemente, foi avaliada a tolerancia dérmica de nanocépsulas contendo
quitosana e, estas também apresentaram-se seguras para uso topico, confirmando o

observado por este estudo (281).

5.4.2.3 Avaliacao da Atividade Angiogénica dos Derivados Vegetais das Folhas de

Eugenia dysenterica Usando Membrana Corio Alanatoide (MCA)

Uma diversidade de derivados vegetais tem sido reportado estimulando
angiogénese em membrana alantoide (282). Entre estes inclui-se Hancornia
speciosa Gomes (64) e Aloe vera L., uma espécie muito utilizada para aplicacéo
topica (283).

Neste estudo, analisou-se o possivel efeito do Oleo essencial de E.
dysenterica na concentracdo de 292ug/disco, utilizando como modelo experimental a
membrana corioalantoide do ovo embrionado de galinha (MCA). As redes vasculares
das membranas foram analisadas no 16° dia do experimento apds o tratamento com
esta e as demais substancias analisadas: EBA (125ug/disco); emulsdo com o6leo
(292ug/disco); emulsdo com microparticulas (125ug/disco); base da emulsao;
controle negativos (azeite e agua estéril); controle inibidor (dexametasona 80
pg/disco) e controle de inducdo de angiogénese (Regederm 20mg/disco). As redes
vasculares das membranas foram quantificadas por meio de uma avaliacao
macroscopica da resposta angiogénica semiquantitativamente, empregando scores
para as variacbes de analise na distribuicdo e densidade dos vasos da MCA ao
redor do local de insercdo dos discos, baseado no método para a pontuacao
semiquantitativa proposta por Ribatti et al. (2006) (188). Foram analisados trés
parametros: comprimento dos vasos sanguineos, calibre dos vasos sanguineos e
namero de juncgdes.

Os resultados da membrana corio alantoide revelaram que o tratamento com
Oleo essencial promoveu crescimento e ramificagbes dos vasos em multiplas
juncdes e calibres mais robustos. Por pontuacdo semiquantitativa, todos 0s nossos

resultados na presente analise sugerem que os derivados vegetais promoveram o
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processo angiogénico para todos os tratamentos com pontuacao 3, equivalente ao
controle positivo Regederm (pontuacdo 3) em comparagdo com o controle negativo
(pontuacdo 0) e o agente inibidor também atribuida pontuacdo zero (0). No grupo
dexametasona, a presenca de vasos era escassa, pois a capacidade antiinflamatoria
eficaz do glicocorticéide € devido ao fato de que o medicamento diminui a
angiogénese associada a uma diminui¢cao significativa do indice de prostaglandina
E, e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Figura 28). Este ensaio
sugere que as substancias avaliadas tem potencial para serem ativas na inducao do

crescimento de novos vasos.

Dexametasona

Emulsdo base Regederm
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EBA Oleo essencial Emulséo Emulsao 6leo
microparticulas
Figura 28 - Atividade angiogénica dos derivados vegetais obtidos das folhas de E. dysenterica.
Controles negativos: azeite, agua estéril e emulsdo base. Controle inibidor: dexametasona 80
pg/disco. Controle indutor: Regederm 20mg/disco. Amostras avaliadas: extrato bruto aquoso (EBA)
125ug/disco; 6leo essencial 292ug/disco; emulsdo com microparticulas 125ug/disco e emulsdo com
6leo essencial 292ug/disco. A avaliagdo das MCA ap0s 72h de exposi¢éo aos tratamentos mostraram
uma resposta pro-angiogénica por pontuagcdo semiquantitativa macroscopica. As imagens ilustram
exemplos representativos das diferentes respostas (pontuacdo variando de 0 a 5) como observado
sob uma luz de microscopio Axiovert com o auxilio do software AxioVision 100 - Zeiss, Alemanha, na
ampliacdo de 0,5x1,25

O reparo de tecidos compreende muitos eventos celulares, incluindo
coagulacédo, inflamacéo, epitelizacdo, formacdo de tecido de granulagdo, um
processo complexo caracterizado por angiogénese e remodelacdo tecidual (284).
Buscando novas opc¢Oes terapéuticas, nos ultimos anos, compostos naturais estao
sendo empregados para a terapia de lesbes epitelias, em funcdo do potencial

destas substancias. Os produtos naturais servem como coagulantes, combatem a
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infeccdo e aceleram a cicatrizacdo de feridas. Esses agentes bioativos normalmente
modulam uma ou mais fases do processo de cicatriza¢éo (82).

Na literatura varios estudos reportam o uso da MCA para avaliacdo do
processo angiogénico, inclusive para produtos farmacéuticos como microparticulas,
géis, nanoparticulas e outros usados para administracéo tépica ou outras vias (285,
286).

Segundo Rojo et al., (2014), propriedades curativas de feridas do 6leo de
améndoas de Pouteria lucuma R. and Pav. var. La Molina mostraram atividade
modulando a inflamacdo com diminuicdo significativa na concentracdo de Oxido
nitrico, além de estimular a migracdo celular e crescimento de vasos sanguineos
(287). Estudo farmacologico indicou recentemente, que flavonoides (quercetina e
rutina) da espécie Abelmoschus manihot (L.) medik, podem ser os responsaveis pela
acao angiogénica observada usando MCA (288). Outra espécie, a Aloe vera pode
ter potenciais aplicagbes farmacéuticas para o tratamento de feridas, porque
estimulam a expressdo de VEGF e outros fatores relacionados a cicatrizacdo de
feridas (283). Da mesma forma, estudos indicaram que um extrato aquoso de
Angelica sinensis promove a angiogénese (289, 290).

Park et al.,, (2017) avaliaram a atividade cicatrizante do fermentado de
Ginseng em feridas de ratos e em seus resultados verificou-se que essa atividade
pode ser devido a aceleracdo do processo de fechamento das injurias em funcéo do
significante potencial angiogénico (291).

Recentemente, a avaliacdo in vivo de Acheflan® mostrou que este produto
acelera a cicatrizacao de feridas e esse efeito pode ser atribuido ao composto alfa-
humuleno, que revelou importante acdo anti-inflamatoria, além de eficacia topica
provavelmente devido a seu envolvimento com o aumento da angiogénese e
remodelacdo dérmica imputada ao alfa-humuleno e ativacdo do fator de crescimento
endotelial vascular e (292, 293).

Inimeros fatores angiogénicos, como fator de crecimento endotelial vascular
(VEGF), TNF, IL-6 e IL-8, sdo ativados por células inflamatérias, os membros da
familia VEGF s&o os principais mediadores da maquinaria reguladora que controla a
angiogénese durante o desenvolvimento e em condi¢cdes patologicas (294). Além
disso, a disseminagdo generalizada de agonistas canabinoides de receptores
presentes em células (macrofagos e queratindcitos) e anexos de pele (foliculos e

glandulas), aos quais tém sido conferido potencial terapéutico anti-inflamatorio, anti-
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noniceptivo, portanto, provavelmente propiciam restabelecimento de tecidos, uma
vez que, beta-cariofileno, um composto majoritario de cagaita, para o qual foi
demonstrado que € um ligante seletivo e agonista dos receptores canabinoides CB2,
descrito na literatura cociliado a estas acfes fisicolégicas, e consequentemente
apresentando-se como uma potencial estratégia no tratamento do processo
inflamatorio e consequentemente a cicatrizagdo (248, 252).

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo e o efeito de cura de
lesbes é multifatorial. Esses resultados demonstram um efeito positivo do o6leo
essencial no processo de cicatrizagdo de feridas na linhagem celular de fibroblastos
L929, provavelmente devido a inibicdes de ON e esta associado ao aumento nas
atividades de processo angiogénico exibido por fitoquimicos presentes no oOleo
essencial de folhas de E. dysenterica.

Com base nas bioatividades relatadas acima, pode ser parcialmente
explicado o efeito do 6leo anti-inflamatorio nos macrofagos RAW?246.7 estimulados
pelo LPS e as feridas induzidas no ensaio de scratch. Nossos resultados sugerem
gue a espécie nativa brasileira é capaz de neutralizar citocinas, apresentou boa
atividade antiinflamatoria in vitro, fato que parece estar relacionado a modulacéo de
mediadores pelo compostos presentes nas folhas da espécie. As analises
mostraram que esta espécie contém altas concentragbes de compostos
sesquiterpenicos bioativos, como beta-cariofileno e alfa-humuleno, sugerindo que
esses compostos podem ser responsaveis por suas atividades. Os resultados
indicam que o EBA e o 6leo essencial da E. dysenterica podem ser utilizados no
futuro como uma alternativa a aplicacédo potencial na cicatrizacédo de feridas.

Assim, os resultados da presente pesquisa sao importantes, pois a
comprovacdo da atividade angiogénica do extrato aquoso e do 6leo essencial E.
dysenterica possibilitam o planejamento do delineamento de produtos com finalidade
terapéutica. De fato, desenvolver um produto que favoreca a angiogénese, colabora
também a cicatrizacao de feridas, e regeneracdo de 6rgaos e tecidos. Quanto a esta
natureza, faz-se necessario ressaltar que individuos acometidos pelo diabetes
seriam contemplados, pois sabe-se que feridas em portadores desta doenca
metabdlica sofrem com a falta de vacularizagcdo. Sendo assim, metabdlitos advindos
desta espécie, favorecem o processo da angiogénese, etapa esta importante na fase
de cicatrizacdo de feridas, pois através da formagdo de novos vasos sanguineos
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ocorre 0 transporte de nutrientes e oxigénio até a lesdo, consequentemente o

processo cicatricial sera completado em um periodo menor.

5.4.3 Desenvolvimento das Formulac6es Semi-solidas — Emulsdo com Oleo

Essencial

A emulsdo desenvolvida com o 6leo essencial foi analisada somente quanto
aos aspectos organolépticos e pH, pois demais analises ndo foram passiveis de
serem realizadas em funcdo do tempo e serdo analisadas nos proXimos passos
deste estudo. Estas andlises foram realizada nos tempo 0, 7,15, 30 e 60 dias, com
amostras armazenadas em temperatura ambiente e em geladeira.

Quanto as caracteristicas organolépticas, esta formulacdo apresentou
aspecto homogéneo e brilhoso, cor caracteristica (branca), odor caracteristico e
muito agradavel, além de toque com sensacdo lisa. Sendo estas caracteristicas
conservadas tanto em relacdo ao periodo de estocagem, como local em que foram
abrigadas. Fato que demonstra que sdo estaveis quanto a estes quesitos, porém, a
guantificacdo e identificacdo de um marcador necessita ser avaliada para reforcar
estas observacoes e os efeitos farmacoldgicos.

Em relagdo ao pH, as amostras mostraram comportamento similares
inicialmente (3,9+£0,02 pH), conservando valores aproximados até o final, onde foi
observado pH com pouca alteracdo, 3,52+0,02 para ambiente e 3,55+0,02 para
geladeira. Dados que sustentam a afirmacao de sua estabilidade.

Umas das principais desvantagens do uso de extratos contendo catequinas
estdo relacionadas com a sua instabilidade, principalmente em relacdo a
temperatura (134). Esta peculiaridade restringe seu uso, e entdo, requer estratégias
de formulagéo. Por essa razdo, uma alternativa para mitigar tal problema e oferecer
maior durabilidade, tem sido 0 uso de diferentes sistemas, tais como os empregados

neste estudo.
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5.4.4 Desenvolvimento das Formulagdes — Nanoemulsdo com Oleo Essencial
das Folhas de E. dysenterica

A nanoemulsdo obtida neste estudo foi caracterizada quanto as
caracteristicas organolépticas, ao pH, indice de polidispersao e potencial zeta.

Quanto as caracteristicas organolépticas, esta formulagdo apresentou
aspecto homogéneo e brilhoso, cor caracteristica (translicida), odor caracteristico e
muito agradavel, além de toque com sensacao lisa. Sendo estas caracteristicas
conservadas independentes do periodo de estocagem, como do local em que foram
abrigadas. Portanto, as nanoemulsdes preservaram 0s aspectos organolépticos.
Fato que demonstra que sdo estaveis quanto a estes quesitos, porém, a
qguantificacdo e identificacdo de um marcador necessita ser avaliada para reforcar
estas observacodes e garantir seus efeitos farmacolégicos.

Em relagdo ao pH, as amostras mostraram comportamento muito similares
inicialmente 3,65+0,06 para a hanoemulsdo sem 6leo e 3,55+0,11 para a com 0leo
essencial . No final do periodo das analises, foi observado pH com leve decaimento
para todas as amostras, mas sempre bem semelhantes para temperatura ambiente

e para a de geladeira (Figura 29).
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Figura 29 - Determinagdo do pH das nanoemulsdes armazenadas por até 60 dias em temperatura

ambiente ou refrigerada

Segundo a litertura a diminuicdo do pH esta diretamente ligado a informacdes

sobre a estabilidade do sistema, pois sua reducéo pode indicar a presenca de uma
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oxidacao da fase oleosa com formacé&o de hidroperdxidos ou &cidos graxos livres na
formulacg&o, provenientes da hidrélise do sistema tensoativo (295).

As nanoemulsbes visualmente sdo transparentes, apresentam-se como
sistemas termodinamicamente estaveis (87).

A determinacdo do potencial zeta tem um papel importante na delimitacéo da
estabilidade (296). As nanoemulsdes apresentaram potencial zeta na faixa de 21mV
indicando que a interface com carga positiva e independentemente do tempo ou
temperatura mantiveram-se praticamente constante, o que é favoravel para a
estabilidade da nanoemulséo, (Figura 30). O potencial zeta tem um relevante papel,
pois, de acordo com a literatura, este parametro esta ligado a estabilidade, sendo

considerados valores acima de +20mV indicativos de estabilidade (297)
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Figura 30 - Determinacgdo do potencial zeta das hanoemulséo em funcdo do tempo e temperatura

O indice de polidisperséo foi de 0,248+0,03 no inicio da avaliagéo, estando
em conformidade para se inferir que as particulas estdo homogéneas, porém,
sofreram elevagdo apds 7 e 15 dias e, posteriormente decairam para a faixa de
0,123+0,01 a 0,235+0,1, valor este mantido em 30 e 60 dias. Segundo a literatura,
valores aproximados desta faixa encontrada indicam homogeneidade (298).

Portanto, a urgente necessidade de identificacdo de novos farmacos é uma
preocupacao global para que novas estratégias terapéuticas para o tratamento de

inUmeras patologias.
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Com a implantagcdo e a implementacdo em 2006 de politicas de caréater
nacional, que incluem a fitoterapia como uma das op¢des de acao e de servigos no
Sistema Unico de Salde (SUS), com o objetivo de garantir a prevencéo de agravos,
a promocao e a recuperacdo da saude com énfase na atencdo basica a saude e
com isso tém-se visto um amplo progresso. No entanto, a questdo de producao de
fitoterapicos é bem mais complexa na pratica e envolve diversos fatores, dentre
estes as exigéncias regulatorias.

O desenvolvimento de um medicamento fitoterapico a partir de uma planta
deve priorizar a preservacdo da integridade quimica dos principios ativos e
consequentemente, a acdo farmacoldgica, garantindo a constancia da acao
bioldgica desejada. Para atingir esses objetivos, etapas imprescindiveis na producao
como: estudos prévios relativos aos aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos,
farmacoldgicos, toxicolégicos e de desenvolvimento com qualidade sdo fases
importantes que irdo compilar para a obtencdo de produtos com qualidade,
seguranca e eficacia (219).

Avancos nas pesquisas com derivados vegetais estdo em ascencdao, pelo fato
de oportunizarem aliar a estes produtos o desenvolvimento tecnolégico. Novas
tecnologias empregando biopolimeros permitem uma gama mais ampla de
alternativas terapéuticas para estarem disponiveis para tratamentos principalmente
de infecdes de pele uma vez que estes polimeros sdo biocompativeis, além de que
englobam outras caracteristicas que sado favoraveis para a recuperacdo do tecido
cutaneo (26).

Atualmente, doencas como diabetes e obesidade afetam uma parcela
significativa de pessoas globalmente, e as consequéncias destas doencas refletem
em complicagbes como pé diabético e morbidades que resultam em Ulceras, estas
patologias s&o de substancial relevancia uma vez que a populagdo mundial
direciona-se a um crescimento exponencial de individuos idosos ano a ano, entao
estes fatores implicam em altos custos para os sistemas de saude e importante
problema de salude publica (39). Assim, tem sido crescente a preocupagdo e o
empenho na busca de opc¢des para tratamento e alivio de lesfes cutaneas, pois
cerca de 7% da populacédo do Brasil € acometida por lesbes primarias de pele e
cerca de 7,6% dos individuos deste pais sdo acometidos por diabetes (299, 300). E
0 uso de plantas medicinais tem sido considerado como uma abordagem alternativa

e complementar para este tipo de injuria comparavel a sulfadiazina de prata (301).
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Viswanathan et al., (2011) prepararam um creme contendo Glycyrrhiza glabra
L., Musa paradisiaca L., Curcuma longa L., Pandanus odaratissimus L., Aloe vera e
0leo de Cocos nucifera L., os autores reportaram que pacientes que sofrem de
Ulceras de pé diabético podem se beneficiar desta formulacao (302).

Um outro exemplo, vem do nosso préprio pais, trata-se de um medicamento
fitototerapico de uso topico, o Acheflan, um anti-inflamatério obtido a partir de 6leo
essencial de Cordia verbenacea (Boraginaceae), espécie que se encontra em
compéndios oficiais, este fitoterapico apresenta ascensdo, pois, estudo tem
reportado seu uso como potencial cicatrizante, e esta propriedade possivelmente
deve-se aos compostos alfa-humuleno e beta-cariofileno (246, 247).

O estudo de compostos naturais, com possiveis efeitos anti-inflamatoérios,
cicatrizante e antimicrobiano para patologias dermatolégicas que apresentam
resposta positiva face esta estratégia terapéutica é de consideravel importancia em
saude publica. Marinho et al. (2013), ressaltam a importancia da intervencdo na
cura de feridas com produtos naturais, reforcando a necessidade de estudos como
este (303).

Considerando o uso etnobotanico de E. dysenterica, somados a abundancia
de compostos fendlicos com potenciais terapéuticos, esta espécie é promissora
para desenvolvimento de formulagdes (139, 149, 232, 304).

Desta forma, uma formulacdo com propdsito da cura adequada de feridas, se
associar a acao antimicrobiana, auséncia de efeito negativo no crescimento e
favorecimento da migracdo de ceélulas fibroblasticas, esta engloba importantes
propriedades para um produto para administragdo topica. Esta capacidade de
restituir ferimentos do extrato agquoso, e mais pronunciado pelo 6leo essencial pode
estar relacionado aos seus componentes como flavonoides e terpenos que podem
er os responsaveis. Estes compostos podem ser favorecer o fechamento de feridas
através eliminacdo de microrganismos em especial S. aureus, do aumento da
angiogénese e suprimindo radicais livres. Somando-se a estes atributos, a
preparacdo de produtos com substancias naturais como a quitosana, que auxilia na
liberacdo do farmaco, e com isso, sendo visivel que pode ser melhor do que a
aplicacao direta, devido a liberacdo controlada e a permeacdo até o sitio alvo.
Ademais, facilita a terapia local. A permeacao atingindo a epiderme e a liberagéao
controlada de flavonoide destaca a importancia de estatégias de entrega de

farmacos, como os microencapsulados.



155

Estima-se que milhares de pessoas sofrem com feridas cutaneas cronicas,
as mais comuns sao: Ulcera de pressdo, causada por diabetes, estase venosa,
feridas cirargicas e ferimentos traumaticos (305). Numerosos processos fisiolégicos
e bioquimicos do corpo humano, como nos casos de lesbes epiteliais podem
produzir espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio como metabdlitos, e quando h&i
uma superproducdo destes radicais danifica biomoléculas e consequentemente
desencadeando condi¢des inflamatérias e seus sintomas como dor, rubor, febre
(306). O stress oxidativo acarreta na patogénese de uma ampla variedade de
disordens inflamatdrias, incluindo feridas dérmicas (307).

Nosso grupo mostrou potente atividade inibitoria de tirosinase in vitro a partir
de extrato de etanol de folha de E. dysenterica em comparacdo com o acido kojico,
exibindo o valor ICso de 11,88 e 13,14mg/mL, respectivamente (20). Além disso,
suas folhas mostraram expressiva propriedade antioxidante em fungdo da presenca
de metabdlitos secundarios como flavonoides (151, 155, 308). Este status indica que
os derivados vegetais de E. dysenterica sdo constituintes promissores de produtos
farmacéuticos para a cura da pele (19, 20).

Considerando o0s resultados obtidos neste estudo, observou-se a
possibilidade de incorporar o extrato de cagaita em uma formulacdo topica em
emulsdo, uma vez que esta demonstrou-se estavel. A formulacdo demonstrou
consisténcia e pH adequados para a aplicacdo no tecido epitelial. As préximas
etapas deste estudo devem abranger o aprimoramento das formulacdes, e a

aplicacao em feridas com testes realizados in vivo.
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6 CONCLUSAO

Dentre as medidas requeridas para ambito de registro de um medicamento
fitoterapico, o controle da qualidade demonstrou para a droga e derivados obtidos
neste estudo que em todas as etapas averiguadas as matérias-primas atendem o0s
requisitos. As caracteristicas farmacobotanicas descritas para E. dysenterica podem
dar suporte para a sua identificagdo e sdo uma contribuicdo para o controle da
qualidade da droga vegetal e derivados desta espécie.

O extrato aquoso demonstrou potencial para inibir o crescimento de S.
aureus. Quanto a viabilidade celular, tanto EBA como o 6leo essencial ndo foram
citotoxicos, demonstrando sua aplicabilidade tépica. Na composicdo do Oleo
essencial predominou beta-cariofileno e alfa-humuleno e a presenca destes
metabdlitos confere acdo anti-inflamatéria. Quanto ao EBA pode-se atribuir este
efeito ao marcador catequina. Além disso, o O6leo estimulou a migracdo de
fibroblastos e angiogénese, processos que favorecem a cura de feridas. Quanto a
seguranca, similarmente os derivados vegetais e as formulacbes ndo apresentaram
efeito irritante.

Na elaboracdo das formulacdes, primeiramente as microparticulas obtidas
apresentaram caracteristicas compativeis para uso topico. Diante do exposto, no
presente estudo foram desenvolvidas formulacdes dentre estas com destague para
as emulsdes contendo extrato aquoso ou O6leo de E. dysenterica para a
administracdo topica, visando o tratamento de lesdes cutaneas e preparados em
concordancia com a legislacéo vigente para registro de medicamentos fitoterapicos.

As formulacbes obtidas podem ser consideradas um avanco, visto que
conseguiu-se demonstrar a potencial liberacdo e permeacao da catequina para o
tecido epitelial viavel, a atoxicidade e estabilidade das formulacbes, além de
caracteristicas desejaveis para uso topico, com o possivel beneficio terapéutico dos
derivados vegetais de E.dysenterica.

Pelos estudos realizados, foi demonstrado que derivados vegetais
provenientes de folhas de E.dysenterica tém atividades importantes, porém mais
investigacbes sdo necessarias. Pois, é importante ndo sé conhecer a acao in vitro,
mas também estudar os mecanismos envolvidos nessas atividades biolégicas.
Sendo assim, estes derivados atuardo como agente cicatrizante no tratamento de

lesGes do tecido epitelial.
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