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RESUMO

Pterodon emarginatus Vogel, conhecida popularmente como sucupira branca, € uma
espécie arbdérea nativa do cerrado brasileiro encontrada nos estados de Goias,
Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul. Varios estudos comprovam suas
atividades terapéuticas como antiinflamatério, antinociceptivo, analgésica,
antimicrobiana, entre outros. O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma
microemulsdo a partir do 6leo fixo da sucupira obtido por prensagem a frio de seu
frutos e adicionalmente avaliar a atividade antiinflamatéria tépica da mesma
utilizando o modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton. Inicialmente foi
feita a caracterizagao fisico-quimica e da composi¢cdo quimica da matéria-prima
vegetal. Através de cromatografia gasosa acoplada a detector de massas foi
possivel identificar a presenca de sesquiterpenos como S-cariofileno e a-humuleno,
com conhecida atividade farmacolédgica antiinflamatéria. O calculo do valor de EHL
requerido pelo 6leo e ensaios de determinagédo do sistema tensoativo possibilitou a
formulagdo de uma microemulséo utilizando o sistema tensoativo/cotensoativo
Ultramona® R-540/propilenoglicol, o 6leo de sucupira e agua nas proporcdes
15:10:75, respectivamente. Ensaios de estabilidade demonstraram que a formulagéo
quando acondicionada em geladeira (5 £ 2C) ou a te mperatura ambiente (25 + 2T)
mostraram-se estaveis por 30 dias ndo apresentando alteragdes significativas em
seus parametros fisico-quimicos. A atividade antiinflamatéria do oOleo e da
formulagcdo apresentaram significancia estatistica quando comparadas aos
respectivos controles negativos com p<0,001 para ambos. A microemulséo
apresentou-se uma forma farmacéutica eficaz para essa atividade demonstrando
grande potencial para o aumento da permeabilidade cutadnea do 6leo de sucupira
confirmando a possibilidade da obtencao de um fitoterapico de uso tépico com acgao
antiinflamataria.

Palavras chave: planta medicinal; fitoterapico; tecnologia fitofarmacéutica; -

cariofileno; sesquiterpenos



ABSTRACT

Pterodon emarginatus, popularly known as Sucupira Branca is a native species
found in the Brazilian Savannahs in states of Goias, Minas Gerais, Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul. Several studies have confirmed their therapeutic activities as anti-
inflammatory, antinociceptive, analgesic, antimicrobial, among others. The aim of this
study was to develop a microemulsion with topical anti-inflammatory activity from the
fixed oil obtained by cold pressing of the fruits of sucupira and additionally evaluate
the topical anti-inflammatory activity using the same model of ear edema induced by
croton oil. Initially, we made the physical-chemical and chemical composition of
vegetable raw material. Using gas chromatography coupled with mass detector was
possible to identify the presence of sesquiterpenes such as B-caryophyllene and a-
humulene, with known anti-inflammatory pharmacological activity. The calculation of
HLB value required by the oil and tests for determining the surfactant system has
enabled the formulation of a microemulsion system using the surfactant/cosurfactant
Ultramona® R-540/propyleneglycol, oil sucupira and water proportions 15:10:75
respectively. Stability tests have shown that the formulation when stored in the
refrigerator (5£2C) or room temperature (25+2C) w ere stable for 30 days with no
significant alterations in their physical and chemical parameters. The anti-
inflammatory activity of oil and formulating show statistical significance when
compared to the respective negative controls with p <0.001 for both. The
microemulsion presented an effective dosage form for this activity showing great
potential for increasing the permeability of the skin oil sucupira confirming the
possibility of obtaining a topical herbal medicine with anti-inflammatory action.

Keywords: medicinal plant, herbal, phytopharmaceutical technology; B-caryophyllene,

sesquiterpenes
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1. Introducao

O uso de espécies vegetais com fins medicinais € considerada uma das
primeiras formas de cuidado da saude utilizada pelo homem e esta relacionada aos
primérdios da medicina. Registros fésseis datam o uso humano de plantas como
medicamentos ha, pelo menos, 60.000 anos (FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

Ao longo dos séculos, os produtos de origem vegetal constituiram as bases
para tratamento de diversas doencas (BRANDAO, 2006), quer de forma tradicional,
devido ao conhecimento das propriedades de determinada planta que é passado de
geragcado a geragdo, quer pela utilizagdo de espécies vegetais como fonte de
moléculas ativas (OUBRE et al., 1997). Estima-se que cerca de 25% dos farmacos
empregados nos paises industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos
naturais, especialmente de plantas superiores (CALIXTO, 2001; FUNARI; FERRO,
2005).

Em conceito definido pela Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
medicamento fitoterapico € o medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais, sendo caracterizado pelo conhecimento da espécie
vegetal, de sua eficacia e dos riscos do seu uso e também pela sua reprodutibilidade
e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2010b).

O mercado de fitoterapicos enfraqueceu com o desenvolvimento dos
medicamentos sintéticos no periodo pds-guerra, porém voltou a apresentar um
crescimento marcante nas ultimas décadas, como alternativa aos medicamentos da
medicina convencional para o tratamento de diversas patologias (CARVALHO et al.,
2008).

De acordo com proje¢des do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM),
o mercado de medicamentos fitoterapicos movimenta até 500 milhdes de dolares por
ano, somente no Brasil. Ha uma estimativa que, no mundo, seriam gastos cerca de
US$ 27 bilhdes (em torno de 7% do mercado mundial de medicamentos) com
plantas medicinais. O mercado farmacéutico de medicamentos sintéticos cresce,
mundialmente, de 3% a 4% ao ano, enquanto este aumento para o mercado de
fitoterapicos € de 6% a 7% ao ano (SOUZA; MACIEL, 2010).

Uma vantagem dos medicamentos fitoterapicos em relagao aos sintéticos é o
custo de produgdo. Comparado ao desenvolvimento de um novo medicamento

sintético, que envolve vultosas somas de recursos (cerca de US$ 350 milhdes a US$
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800 milhdes e de 10 a 15 anos de pesquisa), o desenvolvimento de um fitoterapico
requer muito menos recursos e também menor tempo de pesquisa. Com base no
vasto conhecimento popular ja existente para o uso de muitas plantas medicinais,
estima-se que os custos para o desenvolvimento de um fitoterapico ndo devem
ultrapassar 2 a 3 % daquele previsto para o desenvolvimento de um novo
medicamento sintético (CALIXTO, 2003).

Estes valores indicam um mercado potencial em expansao, principalmente se
for considerada a biodiversidade brasileira e a aceitabilidade dos fitoterapicos pela
populagcdo. O comércio de fitoterapicos pode ser um caminho para o
desenvolvimento da industria farmacéutica brasileira, se considerada a dificuldade
de competicdo com os mercados multinacionais de sintese quimica (CARVALHO,
2011).

1.1. Pterodon emarginatus Vogel

A ordem Fabales inclui a familia Leguminosae e € uma das maiores e mais
importantes familias botanicas, visto o grande numero de espécies vegetais e a sua
importancia como fonte de produtos alimentares, medicinais, ornamentais e
madeireira de grande valor econdmico. A familia Leguminosae possui cerca de 650
géneros e 18.000 espécies. Sua distribuicdo é cosmopolita, representando uma das
maiores familias de Angiospermas, incluindo arvores, arbustos, lianas e ervas
(CARVALHO et al., 1999).

Sucupira é o nome vulgar dado a algumas espécies de género Pterodon e
Bowdichia. Ambos os géneros pertencem a familia das Leguminosas, Papilionaceae
(LORENZI, 1998). O género Pterodon inclui quatro espécies nativas do Brasil:
Pterodon abruptus Benth, Pterodon apparicioi Pedersoli, Pterodon emarginatus
Vogel (sinonimia Pterodon polygalaeflorus Benth) e Pterodon pubescens Benth
(SANO et al., 2008).

Pterodon emarginatus Vogel é conhecida na medicina popular como faveiro,
sucupira-branca, fava-de-sucupira, sucupira ou sucupira-lisa. E uma espécie arbérea
nativa do cerrado brasileiro encontrada nos estados de Goias, Minas Gerais, Sao
Paulo, e Mato Grosso do Sul. E uma arvore de grande porte, podendo chegar até 15
metros de altura, a casca é de cor cinza-clara, levemente aspera. As folhas séo

alternas, compostas pinadas, imparipinadas e pecioladas. Inflorescéncia em
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panicula terminal e nas axilas das folhas superiores, com cerca de 80 a 200 flores.
Os frutos sao indeiscentes com cerca de 5 cm de comprimento, castanho-escuro,
oval a orbicular, semente Unica, central, dotada de invélucro aliforme de endocarpo
(ALMEIDA et al., 1998).

Figura 1 - Arvore de P. emarginatus Vogel (Sucupira) no municipio de Bela Vista -
GO. J. R. Paula, setembro de 2006.

Fonte: MORAES, 2007. p.23.

E uma espécie geralmente preservada pela agricultura e pecuaria familiar e é
incorporada a etnobotanica brasileira, em que as populagbdes fazem o uso de seus
frutos em maceracao hidroalcoodlicas para tratar afecgbes de laringe e para uso
infantil como fortificante ou estimulante do apetite (MASCARO et al., 2004).

1.1.1. Constituintes quimicos

As substancias biologicamente ativas presente em plantas medicinais provém
do metabolismo secundario, constituido e influenciado, em muitos casos, por
respostas dos mecanismos de integracédo da planta com o ambiente (CASTRO et al.,
2004).
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Estudos fitoquimicos realizados com diferentes espécies do género Pterodon

ao longo dos anos conduziram ao isolamento de varios metabdlitos secundarios
onde alguns deles demonstraram atividade biolégica (DUTRA, 2008; OLIVEIRA,

2010).

Segundo levantamento bibliografico realizado por Oliveira (2010) varios

compostos vem sendo isolados e/ou sintetizados de espécies do género Pterodon

como apresentado nos quadros 1, 2 e 3.

Quadro 1 - Principais estudos fitoquimicos dos frutos do género Pterodon realizados
nas décadas de 60 e 70.

metil 6a, 78, diacetoxi-12,16-dihidro-12,14-
dihidroxi-16-oxovinhaticoato*

Especie Substancia isolada* / sintetizada** Autores
vegetal
P. pubescens 14, 15-epoxigeranilgeraniol* |1\/I9Cél;{8 et al.,
14,15-dihidroxi-14,15-dihidrogeranilgeraniol® MAHAJAN;
P. emarginatus MONTEIRO,
1970
P. pubescens 16-epoxigeranilgeraniol* FASCIO et al.,
] 16,17- epoxigeranilgeraniol* 1970
Isoflavonas BRAZ FILHO;
Pterodon sp. GOTTLIEB,
1971
14, 15-diidro-14, 15-diidroxigeranilgeraniol SANTOS
P. pubescens 6,7-diocetoxi-12,16-diidro-12,14-diidroxi-16- FILHO et al.,
oxovinhaticoato de metila 1972
6a, 7B-diacetovouacapano®
7-acetoxivouacapano®
Acido 6a, 7B-dihidroxivouacapano-178-oico*
Metil 6a, 7B-dihidroxyvouacapan-17-oato * MAHAJAN;
P. emarginatus | Metil 73-acetoxi-6a-hidroxivouacapan-176-oato* | MONTEIRO,
6a-acetoxivoucapano-17p, 7B-lactona*® 1973
Vouacapano-6a, 78, 14B-triol*
6a, 7B-diacetoxyvouacapan-14(17)-ano*
6a, 7[-diacetoxyvouacapan-14-epi-vouacapano**
Nove isoflavonas isoladas ALMEIDA-
P. apparicioi LEITE e
GOTTLIEB,
1975
P.apparicioi 7B-acetoxivouacapanato® FASCIO et al.,
Metil 6a-acetoxi-7-hidroxivouacapan-17-oato* 1976
P.pubescens 6a, 7B-diacetoxivouacapan-143-al*
6a, 7B-diacetoxivouacapan-146-oato*
metil 6a, 7p-diacetoxi-14-hidroxivinhaticoato* 1F§7S6C'O etal.,




P.
polygalaeflorus

acido 6a, 7B-dihidroxivouacapan-17-6ico*

metil 6a, 7B-dihidroxivouacapan-17-oato*

metil 6a-acetoxi-7B-dihidroxivouacapan-176-oato*
vouacapano-6a,73,146-triol*
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FASCIO et al.,
1976

(OLIVEIRA, 2010)

Quadro 2 - Principais estudos fitoquimicos dos frutos do género Pterodon realizados
nas décadas de 80 e 90.

I\E,senga'? Substancia isolada* / sintetizada** Autores
6a, 7B-dihidroxivouacapan-17-oato de sédio*

p 6a, 7, 14B-tri-hidroxivouacapano*

pblygalaeflorus acido 6a, 7B-dihidroxivouacapan-178-6ico** NUNAN, 1985
6a, 7B-dihidroxivouacapan-176-oat de metila**
6a-acetoxivouacapano, 78, 17B-lactona**

Alcalodides TORRE

Pterodon sp. NEGRA et al.,

1989
6a, acetoxi-7B-hidroxivouacapan-178-amida**
Acido 6a, acetoxi-78-hidroxivouacapa n-178-

P. hidroxadmico** RUBINGER et

polygalaeflorus | 6a,acetoxi-7B-dihidroxivouacapan-173- al., 1991
metilamida**
6a, acetoxi-7B-dihidroxivouacapan-17B-amida**

P. 6a, 7B-dihidroxivouacapan-17-oato DUARTE et

polygalaeflorus al., 1992

p Sg;g(l)c:;%i(g:;ﬁ—azavouacapane—1 7,78- MALTHA et

polygalaeflorus 6 " : . al., 1995

a,7B-dihidroxi-17-norvouacapan-143-amina

P. vouacapano-6a, 73, 17B-triol* DEMUNER et

polygalaeflorus | vouacapano-6a, 78, 19-tetraol* al., 1996
6a-acetoxivouacapan-17, 7B-lactona*®

Pterodon sp acido 6a, 7B-dihidroxivouacapan-176-oico* MASCIO et

' 6a, 7B-dihidroxivouacapan-173-metil éster* al., 1997
6a-hidroxivouacapan-17,73-lactona*
Acido6a,7B-dihidroxi-12,13,15,16-
tetrahidrovouacapan-17-6ico*™*
6a,hidroxi-12,13,15,16-tetrahidrovouacapano-
78,17B-lactona**

5(') lygalaeflorus 21a-fluor-7-norvouacapano-178,21a-lactona** aDlEI\1/I€LJJ€;\éER et
21a-fluor-7-nor-12,13,15,16-tetraidrovouacapano- v
17B,21a-lactona**

Metil 6a,7B-bis[metiltio(tiocarbonil)oxi] vouacapano
-17B-oato™*

P. Isoflandides™ Triterpenos (lupeol e betulina)* MARQUES et

polygalaeflorus al., 1998

P. pubescens Alcaloides, Isoflavonas e Diterpenos SABINO et

' al., 1999

(OLIVEIRA, 2010)
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Quadro 3 - Principais estudos fitoquimicos dos frutos do género Pterodon realizados
nos anos de 2000 até os dias atuais.

Espécie
vegetal

Substancia isolada* / sintetizada**

Autores

P

polygalaeflorus

6a-hidroxivoaucapano®

ARRIAGA et al.,
2000

P

pblygalaeflorus

N-propil-6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapan-17(-
amida**
N,N-dimetil-6a-7B-di-hidroxivouacapan-17(-
amida**
N,N-dimetil-6a-hidroxi-78-metoxivouacapan-
17B-amida**
N,N-dimetil-6a-7B-dimetoxivouacapan-173-
amida**

TEIXEIRA et al.,,
2001

P

pblygalaef/orus

N-etil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-17-
amida**
N-propil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-17(-
amida**
N-isopropil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-
17B-amida**
N,N-dietil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-173-
amida**
N,N-dimetil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-
17B-amida**

N, (t-butil)-6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapan-173-
amida**
N-benzil-6a-acetoxi-73-hidroxivouacapan-17 -
amida**

N-(2-aminoetil)-6a-acetoxi-7 3-hidroxivouacapan-
17B-amida**
N-(6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapan-17(-
oil)piperidina**

BELINELO et al.,
2001

P

pblygalaeflorus

N-etil-N-metil-16-(N,N-dimetilaminometil)-6a, 73-
dimetoxivouacapan-17B-amida**
N-etil-N-metil-16-(N,N-dietilaminometil)-6a,7 3-
dimetoxivouacapan-17B-amida**
N-etil-N-metil-16-(N, N-dipropilaminometil)-6a,
7B-dimetoxivouacapan-178-amida**
N-etil-N-metil-16-(1-piperidilmetil)-6a,7 -
dimetoxivouacapan-17B-amida**
N-etil-N-metil-16-(1-pirrolidinilmetil)-6a,7 -
dimetoxivouacapan-17B-amida**
N-etil-N-metil-16-(4-morfoliniimetil)-6a,7 3-
dimetoxivouacapan-17B-amida**

BELINELO et al.,
2002

P

pblygalaeflorus

6a,7B-tiocarbonildioxivouacapan-17-oato de
metila**

RUBINGER et
al., 2004

P. pubescens

6a,7B-dihidroxivouacapano

SILVA et al.,
2004
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P. pubescens Sesquiterpenos®; Sesquiterpenos lineares®; COELHO et al.,
' Diterpenos* 2005
P écidho 6a—dihydroxyvouacap1an—1 7,8—éico*** KING-DIAZ et
polygalaefiorus a -hydroxyvouacapan-7p, 7,8-Iac£o*na al., 2006
6a- oxovouacapan-73, 173-lactona
P, g'“'ﬁF:eto’?iVO”acapa”O:*; PIMENTA et al.,
polygalaeflorus " |drOX|vo*uacapgn9 . 2006
Vouacapano®* B-cariofileno
6a-hidroxivouacapan-73,173-lactona*
P(')/ alaeflorus Acido 6a,78-dihidroxivouacapan-178-oico* SOI\SIE—Z;NA etal,
poyg metil 6a,7B-dihidroxivouacapan-17B-oato*
16- (diethylaminomethyl)-6-oxovouacapan-
78,17B-lactona**
16-(dipropylaminomethyl)-6-oxovouacapan-
P. 7B,17B-lactona*™* SANTOS et al.,
polygalaeflorus | 16-(1-piperidinylmethyl)-6-oxovouacapan- 2007
78,17B-lactona**
16-(dibenzylaminomethyl)-6-oxovouacapan-
78,17 B-lactona**
trans-cariofileno*; espatulenol*; a-copaeno*; Y-
muuroleno*; B-elemeno*; a-humuleno®;
P. alloaromadendreno®; biciclogermacreno®; d- EVANGELISTA
polygalaeflorus | cadineno*; a-cubeneno*; Y-cadineno*; B- et al., 2007
gurjuneno®; aromadendreno*; germacreno D*;
a-calacoreno®; o-elemeno®; a-gurjuneno®
Fitol*; 4cido olé*ico*; Iinoleilada*to de metila*; HERNANDEZ-
P. emarginatus gmdo p?"m't'co ’ 1;.234—tr|metll r . TERRONES et
isopropilbenzenos*; isopropenilmetilcetona*, 3- al. 2007
penten-2-ona* "
P. emarginatus | Lupeol e betulina MORAES, 2007
P. metil- 6,7-dioxovouacapan-17-oato** SANTOS et al.,
polygalaeflorus | metil 6-hidroxi-7-oxovouacap-5-en-173-oato** 2008
p vouacapan-6a, 783, 148, 19-tetraol* VIEIRA et al.,
. pubescens 2008
flavonoides, leucoantocianidinas, taninos,
P. emarginatus hgterosideos car'd.iot(‘)nicos, qumarinas, DUTRA, 2008
triterpenos/esteroides, saponinas, trans-
cariofileno, B-elemeno, a-humuleno
Acido 6a,7B-dihidroxivouacapan-178-oico*
P. 6a-hidroxivouacapan-73,173-lactona** EUZEBIO et al.,
polygalaeflorus | 6a-acetoxivouacapan- 76,173-lactona** 2009
6-oxovouacapan-73,17B-lactona**
6a-acetdxi-7B-hidroxi-vouacapano*
o 60,7§—d|aceFOX|vouacapino SPINDOLA et
. pubescens | 7[B-diacetoxivouacapano al.. 2009

6a,7B-dihidroxivouacapan-176-oate metil éster*
6a,7B-dihidroxivouacapan-17B-metileno-ol*

P.
polygalaeflorus

acido 6a,7B-dihidroxivouacapan-173-6ico*
N-etil-6a,7B-di-hidroxivouacapan-173-amida**
6a-acetoxivouacapan-7(,17B-lactona **

BELINELO et al.,
2009
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a—copaeno*, f—elemeno®, E—cariofileno*, a—
P. emarginatus | "umuleno”, allo-aromadendreno®, y— SANTOS, 2008
muuroleno*, biciclogermacreno®, acifileno*, &-
cadineno*
6a, 7B-dihidroxivouacapan-176-oate metil éster* | SPINDOLA et
P. pubescens . -
Geranilgeraniol al., 2010

(OLIVEIRA, 2010)

1.1.2. Agbes Farmacolodgicas
Por seu uso na medicina popular, espécies do género Pterodon vém sendo
amplamente estudadas a fim de se comprovar suas atividades terapéuticas como

demonstrado no quadro 4.

Quadro 4 - Estudos das atividades farmacolégicas de plantas do género Pterodon.

Acao farmacolégica Autor
Larvicida frente a larvas do | PIMENTA et al. (2006);
estagio 3 de Aedes aegypti OMENA et al. (2006)

Infeccdbes  por  Schistosoma | KATZ et al., 1993;
mansoni (agao protetora contra a | MORS; PELLEGRINO, 1966
penetracéo de cercarias)

Atividade leishmanicida DUTRA et al., 2009a

Atividade antimicrobiana BUSTAMANTE et al., 2010; DUTRA et al.,
2009a; GONCALVES et al., 2005; SILVA et
al. 2005

Atividade antifungica SILVA et al. 2005;

Atividade alelopatica BELINELO et al., 2001; 2009; DEMUNER

et al., 1998; HERNANDEZ-TERRONES et
al. 2007; RUBINGER et al., 2004
Antinociceptivo COELHO et al., 2005; DUTRA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2010; SPINDOLA et
al.,2010; TAMINATO et al., 2007
Antiinflamatoéria CARVALHO et al.,, 1999; CHAVAN et al.,
2010; DUTRA, 2008; EVANGELISTA et al.,
2007; FERNANDES et al., 2007; MORAES
et al., 2009; NUNAN et al., 2001; PIMENTA
et al., 2006; POLO et al., 2004; SABINO et
al.,, 1999; SANTOS, 2008; SERTIE et al.,
2005; SILVA et al., 2004;

Cicatrizante DUTRA et al, 2009b
Analgésico DUARTE et al. 1992;
Antiproliferativa EUZEBIO et al., 2009; SPINDOLA et al.,

2009
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1.2. Politicas Publicas para fitoterapicos e plantas medicinais

Em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude em uma conferéncia realizada em
Alma-Ata no Cazaquistao, publicou um documento orientando os paises membros a
proteger e promover a saude dos povos do mundo pela formulagédo de politicas e
regulamentagdes nacionais referentes ao uso de remédios populares de eficacia
comprovada, sendo o primeiro reconhecimento oficial do uso de plantas medicinais
(OMS, 1979).

No Brasil, a politica de plantas medicinais e fitoterapicos remonta de 1981 por
meio da Portaria n. © 212, de 11 de setembro, do Ministério da Saude que define o
estudo das plantas medicinais como uma das prioridades de investigagao clinica.
Em 1982, o Ministério da Saude langou o Programa de Pesquisa de Plantas
Medicinais da Central de Medicamentos para obter o desenvolvimento de uma
terapéutica alternativa e complementar, com embasamento cientifico, pelo
estabelecimento de medicamentos fitoterapicos, com base no real valor
farmacoloégico de preparacbes de uso popular, a base de plantas medicinais
(BRASIL, 2011).

A partir da década de 80, diversos documentos foram elaborados enfatizando
a introdugédo de plantas medicinais e fitoterapicos na atengédo basica no sistema
publico, entre os quais destacam-se (BRASIL, 2006):

e A Resolugéo Ciplan N° 8/88, que regulamenta a implantacéo da Fitoterapia
nos servigos de saude e cria procedimentos e rotinas relativas a sua pratica
nas unidades assistenciais médicas;

e O Relatdrio da 10® Conferéncia Nacional de Salde, realizada em 1996, que
aponta no item 286.12: "incorporar no SUS, em todo o Pais, as praticas de
saude como a Fitoterapia, acupuntura e homeopatia, contemplando as
terapias alternativas e praticas populares" e, no item 351.10: "o Ministério da
Saude deve incentivar a Fitoterapia na assisténcia farmacéutica publica e
elaborar normas para sua utilizacdo, amplamente discutidas com os
profissionais em saude e especialistas, nas cidades onde existir maior
participagdo popular, com gestores mais empenhados com a questdo da

cidadania e dos movimentos populares”.
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A Portaria n°® 3916/98, que aprova a Politica Nacional de Medicamentos, a
qual estabelece o apoio as pesquisas que visem o aproveitamento do
potencial terapéutico da flora e fauna nacionais.

e O Relatorio do Seminario Nacional de Plantas Medicinais, Fitoterapicos e
Assisténcia Farmacéutica, realizado em 2003, que recomenda a integracao
no Sistema Unico de Saude do uso de plantas medicinais e medicamentos
fitoterapicos.

e O Relatério da 122 Conferéncia Nacional de Saude, realizada em 2003, que
aponta a necessidade de se "investir na pesquisa e desenvolvimento de
tecnologia para produgédo de medicamentos homeopaticos e da flora
brasileira.

e Decreto presidencial de 17/02/05 que cria o Grupo de Trabalho para
elaboracao da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.

No ano de 2006 duas outras politicas envolvendo plantas medicinais e
fitoterapicos foram implantadas: a portaria 971 de 03 de maio de 2006, que insere as
praticas integrativas e complementares no Sistema Unico de Saude (SUS) e o
decreto 5.813, de 22 de junho de 2006, que criou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais. Essas politicas culminaram na elaboragcdo e publicacdo da Relagao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) em 2009, que
contém 71 espécies vegetais para uso no SUS (CARVALHO, 2011).

Outro passo dado no desenvolvimento das pesquisas com fitoterapicos foi a
criacdo das chamadas Farmacias Vivas que sao estabelecimentos instituidos pela
Portaria 886 de 20 de abril de 2010 para manipular exclusivamente plantas
medicinais e fitoterapicos. Junto com o conceito das Farmacias Vivas o Ministério da
Saude langou o Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira 12 edicéo que
complementa essas normas de manipulacao, oficializando as formula¢des que seréo

manipuladas de forma padronizada (BRASIL, 2011).

1.3. Uso de fitoterapicos e potencialidades de desenvolvimento

A importancia e potencialidade quimica das plantas medicinais se reflete nos
dados obtidos em pesquisas cientificas uma vez que aproximadamente 50% dos
medicamentos utilizados na clinica, em todo o mundo, originam-se de produtos

naturais e derivados. Esse potencial é, entretanto, ainda pouco explorado,
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considerando que existam entre 250 a 350 mil espécies de plantas das quais
somente 15% tem sido estudadas fitoquimicamente e 6% biologicamente (GURIB-
FAKIM, 2006).

Apesar de ser comum o uso das plantas medicinais, sua eficacia deve ser
comprovada por meio de estudos da composicdo quimica e das propriedades
bioldégicas, garantindo a qualidade e a seguranga na terapéutica. O uso
indiscriminado pode promover efeitos adversos, interagbes com medicamentos
sintéticos ou até mesmo intoxicacdo devido a presenga substancias nocivas
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; NICOLETTI et al., 2010).

O desenvolvimento e a correta formulagdo de uma forma farmacéutica
requerem o conhecimento das caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de todas
as substancias ativas e adjuvantes a serem utilizados na preparagdo. A escolha
apropriada da forma farmacéutica e da via de administracdo dos medicamentos tem
como objetivo veicular, de forma correta, o(s) principio(s) ativo(s) promovendo uma
eficiente absorcao e distribuicdo garantindo, assim, o efeito terapéutico preconizado
(FERREIRA; LEITE, 2009). O desenvolvimento de uma formulagado busca também
obter um teor de constituintes ativos padronizados de facil administracéo,
oferecendo ao individuo maior conforto e assegurando a acao farmacoldgica
desejada (CUNHA-JUNIOR et al., 2000).

Para veicular os derivados vegetais (extratos, déleos fixo e volateis, etc) é
necessario escolher adequadamente a forma farmacéutica considerando fatores
como caracteristicas fisico-quimicas desses derivados (solubilidade, pH,
estabilidade), velocidade e local de absor¢édo dos mesmos, tipo de acgéo (local ou
sistémica) e fatores de individualidade do usuario como idade, patologias e/ou outras
disfungdes associadas (FERREIRA; LEITE, 2009).

Normalmente a escolha de uma administracdo topica relaciona-se a um
esperado efeito local. Casos em que se visa um efeito sistémico através da via
cutanea sao pouco utilizados na fitoterapia (PRISTA et al., 1995). Uma formulagéo
tépica conta, normalmente, com a presenca de um sistema carreador (veiculo) que
pode interferir na agcado esperada aumentando ou diminuindo a atividade terapéutica
pela modificagdo da permeacdo cutdnea. Ha a necessidade de avaliar a
compatibilidade entre droga vegetal e veiculo para que ndo haja o comprometimento
da eficacia da formulacéo (FERREIRA; LEITE, 2009).
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1.4. Microemulsao

Segundo Frange e Garcia (2009) emulsdes sao dispersdes de duas fases
liquidas imisciveis entre si (usualmente agua e 6leo) estabilizadas pela presenca de
agentes tensoativos, localizados na interface 6leo/agua. Porém esse sistema é
termodinamicamente instavel devido a alta energia livre na interface entre as duas
fases (BECHER, 1965). Para que o equilibrio seja alcangado é preciso reduzir ao
minimo a area de contato entre as fases. Assim, é necessaria a escolha correta dos
agentes tensoativos (CAMERON et al., 1991). Os agentes tensoativos tém papel
fundamental na estabilizagcdo de emulsdes por possuirem a propriedade de diminuir
a tensao interfacial entre o éleo e a agua. Esse efeito deriva do fato de que os
tensoativos possuem estrutura molecular anfipaticas, ou seja, suas moléculas séo
compostas de dois grupos opostos de solubilidade (OLIVEIRA et al., 2004). Porém,
os tensoativos nao conseguem diminuir a tensdo interfacial a ponto de anular
totalmente a energia livre da superficie provocada pelo aumento da area interfacial
tornando as emulsdes sistemas termodinamicamente instaveis (FRANGE; GARCIA
2009).

Segundo Prista et al. (1995) a estabilidade das emulsbes esta relacionada
com o tipo de agente tensoativo utilizado e consequentemente com as
caracteristicas fisicas da interface formada.

Dependendo do tamanho do glébulo formado e do processo utilizado, as
emulsbes podem ser classificadas em microemulsdées (ME), nanoemulsdes e
macroemulsdes (ZANIN et al., 2002; JAFARI et al., 2007).

Quando avaliadas quanto ao tamanho das goticulas da fase interna ha uma
interpolacao entre microemulsées e nanoemulsdes. De forma geral o didmetro
médio das goticulas em uma microemuls&o varia entre 10 - 100 nm (100 — 1000 A)
(SINTOV; SHAPIRO, 2004; CHEN et al.,, 2004; SHAKEEL; RAMADAN, 2010;
JADHAV et al., 2010) porém, encontramos na literatura variacdes de 3 até 140nm
(HARRISON, 2004; FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al.,, 2004). Para as
nanoemulsdes essa variagéo € de 20 a 500 nm (SOLANS et al., 2003; NAKAJIMA;
TOMOMASA; OKABE, 1993) ou 50 a 200 nm (TADROS et al, 2004). As
caracteristicas fisicas de ambas também se confundem por apresentarem em
comum baixa viscosidade, translucidez e reflexo azulado. No entanto, por definicdo

€ necessario uma agitacéo vigorosa com alto indice de cisalhamento na formacao
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das nanoemulsdes para diminui¢gao da tensao superficial das goticulas enquanto as
microemulsdes se formam espontaneamente somente por agitagcdo com intensidade
de leve a moderada (MASON et al., 2006).

Diferente das emulsbes as microemulsdes se formam a partir de uma
aparente solubilizacdo espontdnea de dois liquidos imisciveis na presenca de um
tensoativo e, se necessario, um cotensoativo. Caracteristicamente sdo sistemas
dispersos, monofasicos, termodinamicamente estaveis, transparentes ou
translucidos, com baixissima tenséo interfacial e com capacidade de combinar
grandes quantidades de dois liquidos imisciveis em uma uUnica fase homogénea
(ROSSI, 2007).

Os sistemas microemulsionados foram descritos originalmente por Hoar e
Schulman (1943) quando geraram uma solugdo transparente, de unica fase, por
titulacdo de uma emulsdo de aspecto leitoso com hexanol. A utilizacdo do termo
microemulsdo s6 foi utilizado por Schulman e colaboradores (1959), no final da
década de 1950.

A formacgédo da microemulsdo geralmente envolve a combinacdo de trés a
cinco componentes, tais como, tensoativo ou mistura de tensoativos, fase aquosa,
fase oleosa e, caso necessario, cotensoativo (OLIVEIRA et al., 2004; DALMORA et
al., 2001; FORMARIZ et al., 2005). As microemulsées formadas podem ser do tipo
O/A (6leo em agua) ou A/O (agua em 6leo) ou estrutura bicontinua dependendo das
propriedades fisico-quimicas dos tensoativos utilizados (OLIVEIRA et al., 2007)
como mostrado na figura 2.

Figura 2 - Representagcdo esquematica da organizag&o das microemulsdes

0 Agus
Q \ oo
A fi ’ \
@ Na 7 4 l
e R
V' ¥ 'e .
) a j
LR ™ l
Microemulsio A/O Microemulsio /A

Estrutura bicontinua
(FORMARIZ et al., 2005, modificada)

Os sistemas microemulsionados sao capazes de compartimentalizar farmacos
nas goticulas da fase interna, as quais possuem propriedades fisico-quimicas

bastante diferentes das do meio dispersante, induzindo modificacbes nas
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propriedades biologicas dos farmacos incorporados (BHARGAVA et al., 1987). Além
disso, esses sistemas melhoram a solubilizacdo de farmacos lipofilicos em agua e os
protegem contra hidrélise enzimatica, além de aumentar o potencial de absorgao
devido a presencga do tensoativo (CRUZ, 2001; KREILGAARD, 2002; KOGAN e
GARTI, 2006). Entretanto, a possibilidade de formar microemulsdo depende do
balango entre as propriedades hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo, determinada
nao somente pela sua estrutura quimica, mas também por outros fatores como
temperatura, forca ibnica e a presenca de cotensoativo. A mistura de tensoativos
com equilibrio hidréfilico/lipofilico adequado proporciona a condigdo maxima de
“solubilizagdo” do 6leo e da agua (MITAL, 1999).

No intuito de selecionar qual seria o tensoativo ideal de uma determinada
emulsao, Griffin (1954 apud FORMARIZ, et al.; 2005) desenvolveu um método para
classificar os tensoativos com base na sua composicdo quimica, sendo este
denominado Equilibrio Hidrofilico/Lipofilico (EHL) onde, as contribui¢des das partes
polar e apolar de tensoativos nao-iénicos foram quantificadas. Desta forma a cada
tensoativo conhecido atribuiu-se um valor de EHL. Atualmente, para todos os
tensoativos citados na literatura os valores te6ricos de EHL variam entre 1 — 50,
porém a faixa usual utilizada é entre 1 e 20. Tensoativos que sao altamente polares
apresentam valores mais elevados que aqueles menos polares. Os valores de EHL
possibilitam a caracterizagcdo dos tensoativos quanto a polaridade e assim
determinar o seu uso (ALLEN JUNIOR et al., 2007). Para que se tenha acdo
antiespumante, o valor te6rico de EHL deve estar entre 1,5 — 3. Para acéo
emulsionante em emulsdes do tipo A/O apresentam valor de EHL na faixa entre 3 —
6. Possuem acao espumante aqueles que possuem valor de valor EHL entre 7 — 9.
Os emulsionantes do tipo O/ A possuem valor de EHL entre 8 — 18, os detergentes
entre 13 — 15 e os solubilizantes entre 15 — 20 (ROSSI et al., 2007).

1.4.1. Formagé&o das microemulsdes

Existem varias teorias que tentam explicar o processo de formacao das
microemulsdes, dentre elas, acredita-se que durante a obtengdo de um sistema
microemulsionado o papel do cotensoativo é reduzir a tensao interfacial otimizando a
estabilizacado termodinédmica das goticulas da fase interna da microemulsao (ROSSI
et al., 2007).
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O processo de emulsificagao implica num grande aumento de area interfacial
(S1— S) a qual leva a um aumento brusco da energia livre de superficie (G4 — Gy)
(FRIBERG; VENABLE, 1983; FRIBERG; BOTHOREL, 1988). Este fenébmeno, em
condi¢des de temperatura constante, pode ser descrito pela Equacéao (1):

AG =G, — Gy =yi XTAS (1)
onde, yi representa a tenséo interfacial entre as fases aquosa e oleosa, T a
temperatura e AS a diferenca entre a area interfacial.

Através da equacéo 1 verifica-se que a op¢ao mais viavel para a estabilizagcéo
do sistema é a diminuigdo da tenséo interfacial da dispersao, como forma de reduzir
a energia livre derivada da expansdo da area interfacial. E possivel verificar,
também, que a estabilidade da emulsdo devera ser maior, quanto menor for a
energia livre remanescente da expanséo da area interfacial, tendendo a um sistema
termodinamicamente estavel, caso o aumento da energia livre seja totalmente
compensado pela diminuicdo da tensado interfacial (OLIVEIRA et al., 2004,
LAWRENCE; RESS, 2000).

A mistura dos constituintes de uma microemulsdo nem sempre formam um
sistema disperso homogéneo. Em 1948, Winsor classificou as diferentes sequéncias
de equilibrio observadas em um sistema microemulsionado. As classificagbes sao:
Winsor |: possue duas fases, composta por uma fase microemulssionada na parte
inferior e 0 excesso do 6leo na parte superior; Winsor Il: duas fases, sendo a fase
microemulssionada superior em equilibrio com o excesso de agua (inferior); Winsor
lll: trés fases, onde a microemulsao posiciona-se no meio do sistema, a fase oleosa
na parte superior e 0 excesso de agua na parte inferior; Winsor IV: fase uUnica,
constituida pela microemulsdo (ROSSI et al., 2007; TAN et al., 2011).

1.4.2. Aplicagbes das microemulsdes

Nos ultimos anos, o interesse na aplicagdo das microemulsbes como
sistemas de liberagdo de farmacos vem ganhando mais atencdo por parte dos
laboratérios industriais e dos pesquisadores académicos. No campo farmacéutico,
diversos estudos tém sido encontrados na literatura descrevendo o uso desse
sistema nas mais variadas vias de administragdo (DANTAS et al., 2010; HATHOUT
et al.,2010; KARASULU, 2008; ROGERIO et al., 2010; TSAI et al, 2010). As

microemulsées (MEs) podem proporcionar uma modificagdo na biodisponibilidade e
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na diminuicdo da toxicidade dos farmacos, visto que esses sistemas apresentam-se
como reservatérios capazes de liberar e direcionar os farmacos para tecidos e
células especificas do organismo e, além disso, dependendo de sua composicao,
podem ser aplicados, sem restricbes, as vias de administracdo oral, ocular,
parenteral, transdérmica, vaginal e retal (GUPTA; MOULICK, 2008). Trés principais
mecanismos tém sido propostos para explicar as vantagens do uso topico das
microemulsdes. Primeiro, o aumento da solubilidade de farmacos tanto lipofilicos
quanto hidrofilicos dentro dos sistemas microemulsionados eleva sua atividade
termodinamica resultando num aumento da permeagdo do mesmo pela pele.
Segundo, os constituintes da microemulsdo podem atuar como potenciadores da
permeacao alterando, reversivelmente, a estrutura do extrato cérneo e aumentando
a permeacao do farmaco através da pele. Terceiro, o farmaco veiculado na fase
interna da microemulsdo aumenta sua afinidade quimica pela pele aumentando
assim sua absor¢do (OKUR et al.,, 2011; MARTINS; VEIGA, 2002; FLORENCE,
2003; RHEE et al., 2001; ZHAO et al., 2008).

Dentre as caracteristicas dos sistemas microemulsionados destacam a
facilidade de preparagéo por emulsificacdo, estabilidade termodinamica, viscosidade
adequada e a alta capacidade de solubilizar farmacos pouco soluveis em agua na
fase dispersa oleosa (DAMASCENO et al., 2011). Essas caracteristicas podem
ainda apresentar-se de forma variada, gerando uma grande diversidade de
aplicacbes no uso desses sistemas para diversas vias de administracéo
(LAWRENCE et al., 2000).

A proposta deste trabalho possui carater inovador uma vez que nao ha relatos
do uso dos sistemas microemulsionados para veiculagéo do 6leo fixo de sucupira e

a aplicacao dessas formulag¢des em via tépica com atividade antiinflamatoria.
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2. Objetivos:

2.1. Objetivo Geral:

e Desenvolver uma microemulsdo a base de 6leo fixo do fruto de

P.emarginatus e avaliar sua atividade antiinflamatéria.

2.2. Objetivos Especificos:

e Caracterizar o 6leo fixo de sucupira quanto a composicao e seus indices
fisico-quimicos;

e Realizar estudos de pesquisa e desenvolvimento de microemulsao;

e Investigar a atividade antiinflamatoria do oOleo fixo de sucupira e da
formulagdo que o contém utilizando o modelo de edema de orelha

induzido por 6leo de croton.
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3. Material e Métodos

3.1.Equipamentos

Agitador Magnético BIOMIXER 78HW-1
Balanga analitica BEL Mark 500

Balanca analitica RADWAG XA110
Balanga semi-analitica TECNAL AS 1000
Banho-maria CIENTEC CT-248

Banho ultrassom UNIQUE USC 4800
Centrifuga PRESVAC modelo DCS-16RV
Chapa Aquecedora QUIMIS Q313-A

Cromatografo gasoso Shimadzu GC17A acoplado a espectrébmetro de

massas QP-5050

Cromatoégrafo Liquido Waters €2695 acoplado a detector PDA 2998
Espectrofotdbmetro Biospectro modelo SP-220

Estufa FANEM 002 CB

Microscopio AXIOSTAR Plus acoplado a camera Canon Power Shot G10
Peag6metro TECNAL TEC 3MP

Zeta Plus BROOKHAVEN

Zeta sizer (Nano S) MALVERN

3.2. Material Botanico

3.2.1.Coleta

Os frutos de Pterodon emarginatus Vog. foram coletados no estado de Goias

no municipio de S&o Domingos (S13°42'12.9" 046°20'35.7", altitude 677m). Foi

realizada uma identificagcdo morfolégica dos frutos pela professora doutora Maria

Teresa Freitas Bara da Universidade Federal de Goias.
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3.2.2. Obtencao do Oleo

O dleo dos frutos foi obtido através de prensagem a frio em prensa continua

na cidade de Limeira — SP por uma empresa especializada (Ecirtec).
3.3. Caracterizagao fisico quimica do 6leo

Para caracterizagdo do 6leo foram determinados os indices de Acidez, de
Peroxido, de lodo e Saponificagdo segundo metodologia descrita pela Farmacopéia
Brasileira 52 edi¢gdo (BRASIL, 2010a).

3.3.1. indice de Acidez (IA)

Para a determinacgéo do indice de acidez foi pesado cerca de 10,0 g do 6leo e
a este foi adicionado 50 mL de uma mistura de etanol 96% e éter etilico (1:1) v/v. A
essa mistura foi adicionado 0,5 mL de solugdo de fenoftaleina e titulada com
hidroxido de potassio 0,1M (solugcado volumétrica (SV)) até a observacdo de uma
coloragao rosa palida persistente. Em seguida um ensaio em branco foi realizado
para que fosse feita a correcdo do volume do titulante consumido.

O indice de acidez foi calculado pela equagéo 2:

5610n
14 == 2)

onde n é o volume de hidréxido de potassio gasto na titulagdo e m a massa da

amostra em gramas.

3.3.2. indice de lodo (II)

Na determinagcéo do indice de iodo aproximadamente 0,15 g do oleo foi
dissolvido em 15 mL de cloroférmio e, em seguida, foram acrescidos 25 mL de uma
solugcdo de brometo de iodo. O recipiente que continha a mistura foi tampado e
conservado ao abrigo da luz por 30 minutos sendo, frequentemente, agitado. Ao final
do prazo estipulado a mistura recebeu 10 mL de solugao de iodeto de potassio (100
g/L) e 100 mL de agua. Essa mistura foi titulada com tiossulfato de sédio 0,1 M (SV)

até o quase desaparecimento da coloragdo amarela. Em seguida, foram adicionados



38

5 mL de solu¢do de amido e a titulagéo foi retomada até o desaparecimento da cor
azul. Um ensaio em branco foi realizado a fim de corrigir o volume de titulante gasto.

O indice de iodo foi calculado segundo a equagao 3:

_ 1,269 X(nz— Tll)
m

11 (3)

onde n, é o volume de titulante gasto no ensaio em branco, n; é o volume de
titulante gasto para o ensaio com a amostra e m é a massa em gramas de Oleo

pesada para a realizagcéo do experimento.

3.3.3. Indice de Peroxido (IP)

Para o calculo do indice de peréxido pesou-se 5,00 g do 6leo em erlenmeyer
de 250 mL com rolha esmerilhada. Adicionou-se 30 mL de uma mistura v/v de acido
acético glacial e cloroférmio (3:2 v/v). Agitou-se até dissolugdo do Oleo e
acrescentou-se 0,5 mL de solugdo saturada de iodeto de potassio. Agitou-se durante
um minuto, exatamente, e adicionou-se 30 mL de agua. Procedeu-se a titulagcao
com tiossulfato de sodio 0,01 M (SV), adicionando, lentamente, sem cessar a
agitacédo enérgica até que a coloracdo amarela tivesse quase desaparecido. Neste
ponto acrescentou-se 5 mL de solugdo de amido e manteve-se a titulagdo agitando
energicamente, até desaparecimento da coloragéo.

Foi realizado um ensaio em branco nas mesmas condi¢des (n,: mL de tiossulfato de
sodio 0,01 M).

O indice de peroxido foi calculado conforme equacéo 4:

_ 1o0(n;—ny)

IP (4)

Onde n, é o volume de titulante gasto no ensaio em branco, n; é o volume de
titulante gasto para o ensaio com a amostra e m é a massa em gramas de Oleo

pesada para a realizagcao do experimento.

3.3.4. indice de Saponificagao (IS)

O indice de saponificagédo foi determinado misturando-se, aproximadamente,
1,5 g do 6leo a 25 mL de solugéo metandlica de hidroxido de potassio 0,5 M (SV).
Essa mistura foi colocada em banho maria durante 30 minutos sob refluxo. Ao final

desse processo 1 mL de solugcdo de fenolftaleina foi acrescentado sendo mistura
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titulada com uma solucdo de acido cloridrico 0,5 M. Um ensaio em branco foi
realizado nas mesmas condigdes a fim de corrigir o volume de titulante gasto.
Para a determinacgao do indice de saponificacao foi utilizada a equacéo 5:

IS = 28,05 (nz—n1) (5)

m

Onde n, é o volume de titulante gasto no ensaio em branco, n; é o volume de
titulante gasto para o ensaio com a amostra e m é a massa em gramas de Oleo

gasto na realizac&do do experimento.
3.4. Cromatografia Gasosa

A fim de avaliar a composi¢ao quimica do 6leo foi utilizado um cromatégrafo a
gas acoplado a detector de massas. O sistema de injecéo utilizado foi o splitless e
temperatura do injetor a 250C. O forno foi submetido a uma rampa de temperatura
de 40 a 350C (10C/min) com uma coluna DB-5HT de 3 0 m de comprimento e
temperatura do detector de 250T. As analises foram realizadas no Laborat6rio de

Métodos de Extragdo e Separagao — UFG.
3.5. Microemulsdes

3.5.1. Composigao
3.5.1.1. Fase Oleosa

e Oleo fixo de sucupira.

3.5.1.2. Fase Aquosa

e Agua recém destilada

3.5.1.3. Tensoativos
e Polissorbato 80 (Tween® 80). INCI name: polysorbate 80. Fabricante: Vetec.
EHL =15
e Monooleato de sorbitano (Span® 80). INCI name: sorbitan oleate. Fabricante:
Oxiteno. EHL =4,3
e Oleo de mamona 54 EO (Ultramona® R 540). INC| name: PEG-54 Castor Oil.
Fabricante: Oxiteno. EHL = 14,4
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e Oleo de mamona 15 EO (Ultramona® R 150). INCI name: PEG-15 Castor Oil.
Fabricante: Oxiteno. EHL = 8,3

e Oleo de mamona 40 EO (Ultramona® R 400). INCI name: PEG-40 Castor Oil.
Fabricante: Oxiteno. EHL = 13,0

3.5.1.4. Cotensoativos:
e Alcool etilico 95 GL P.A.. Fabricante: Cromato Produtos Quimicos Ltda.
Diadema-SP
e Propilenoglicol. Fabricante: DEG Import. de Produtos Quimicos Ltda. Séo
Paulo - SP

3.6.Desenvolvimento da microemulsao
3.6.1. Método geral de emulsificacao

As emulsbes foram preparadas pelo método de inversédo de fases onde a fase
aquosa e a fase oleosa acrescida dos tensoativos foram aquecidas separadamente
a uma temperatura de 75 + 5 TC. A fase aquosa foi e ntdo vertida sobre a fase oleosa
sob agitacao constante até que o sistema atingiu a temperatura ambiente (27 + 5T).
(FERREIRA, 2008).

3.6.2. Determinacao do valor de Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) requerido pelo

Oleo de sucupira

Para a determinacdo do valor EHL requerido para o 6leo de Sucupira foi
utilizado o par de tensoativos polissorbato 80 (Tween®80) com valor de EHL=15,0 e
monooleato de sorbitano (Span®80) com valor de EHL=4,3 misturados em
propor¢cdes adequadas a fim de se obter o valor de EHL a ser testado conforme
equacoes 6 e 7 (PEREIRA, 2008).

Neste ensaio também foram utilizados frutos coletados no municipio de
Campestre — GO (S1646’01” O4042°06”, altitude 6 12m).

EHL requerido = (EHL A x A% + EHL B x B%)/100 (6)
A% + B% = 100% (7)
Onde:
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EHL A = valor do EHL do tensoativo lipofilico
EHL B = valor do EHL do tensoativo hidrofilico
A% = concentragéo do tensoativo lipofilico
B %= concentracéo do tensoativo hidrofilico
A formulacgéo para a determinagao do valor de EHL requerido para o oleo de
sucupira é expressa no quadro 5.
Quadro 5 - Composicao da formulagcdo para ensaio de avaliagédo do valor de EHL

requerido pelo 6leo.

Componente Concentragao

Oleo de Sucupira 10%

Tween®80 (EHL 15,0) A% Ol
Span®80 (EHL 4,3) B% A+B=10%
Agua Destilada 80%

A tabela 1 mostra a composicédo em peso das preparagdes empregando o
Tween®80 (EHL 15,0) como tensoativo hidrofilico e Span®80 (EHL 4,3) como
tensoativo lipofilico.

Tabela 1 - Proporcéo de tensoativos lipofilico (Span® 80) e hidrofilico (Tween® 80)
utilizados na obtencéo do valor de EHL requerido para o 6leo fixo de sucupira.

Ensaio EHL Su(z:]e;’i;e(g) Tween®80 (g) Span®80(9) o e (9)
1 50 2 0,13 187 16
> 60 2 0,32 1,68 16
3 70 2 0,50 1,50 16
4 80 2 0,69 1,31 16
5 90 2 0,88 1,12 16
6 10,0 2 1,07 0,93 16
7110 2 1,25 0,75 16
8 120 2 1,44 0,56 16
9 130 2 1,63 0,37 16
10 14,0 2 1,81 0,19 16
11 150 2 2,00 0,00 16

As emulsdes foram preparadas pelo método geral de emulsificagdo conforme
descrito no item 3.6.1. Apds o preparo as amostras foram transferidas para um tubo
graduado (tubo Falcon) e deixados em repouso em temperatura ambiente por 24hs.

O valor do EHL requerido para o 6leo de sucupira foi determinado pela

amostra que apresentou uma maior fase emulsionada estavel (cremeagéo).
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3.6.3. Determinagé&o do sistema tensoativo

A fim de se obter microemulsées a base do 6leo fixo de sucupira foram
avaliados alguns sistemas tensoativos/cotensoativos (T/C) em busca de formulag¢des
estaveis. Foram selecionados os tensoativos cujo valor de EHL estivesse proximo ao
requerido pelo 6leo. As composi¢des das formulacbes testadas estao descritas na
tabela 2.

Tabela 2 - Determinagdo das concentragdes, em porcentagem, dos componentes
das formulacdes testadas para a determinagdo do melhor sistema
tensoativo/cotensoativo.

Tensoativos ] Cotensoativos
Formulagdgo Oleo Agua Tween®  Ultramona®  Alcool Propilenoglicol
80 R 540 Etilico
1 6,5 57 12,5 - 24 -
2 5 80 10 - - 5
3 10 75 10 - 5 -
4 10 75 - 10 - 5
5 10 75 - 10 5 -

Foram avaliados parametros macroscopicos como a presenca de reflexo
azulado e translucidez e parametros microscopicos, tais como: movimento

browniano, homogeneidade das particulas e coalescéncia (PEREIRA, 2008).
3.6.4. Diagrama de fases
O diagrama foi obtido variando as concentracdes de 10 em 10% (p/p), a fim de

cobrir toda a superficie do tridngulo (figura 3), obtendo-se assim 36 formulacdes

para cada sistema proposto.
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Figura 3 - Diagrama pseudoternario de Oleo de sucupira, agua e mistura
tensoativo/cotensoativo na proporgao de 2:1 respectivamente.

Agua

Destilada

Tensoativo/
Cotensoativo

11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21
22 23 24 25 26 27 28
29 30 31 32 33 34 35 36

Oleo de
Sucupira

As quantidades de cada componente na formulacao estéo representadas na

tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdes em porcentagem (p/p) dos componentes das emulsdes
conforme diagrama pseudoternario.

Proporcgéao (%)

Formulacao

Oleo T/C Agua

1 10 80 10
2 10 70 20
3 20 70 10
4 10 60 30
5 20 60 20
6 30 60 10
7 10 50 40
8 20 50 30
9 30 50 20
10 40 50 10
11 10 40 50
12 20 40 40
13 30 40 30
14 40 40 20
15 50 40 10
16 10 30 60
17 20 30 50
18 30 30 40
19 40 30 30
20 50 30 20



21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

60
10
20
30
40
50
60
70
10
20
30
40
50
60
70
80

30
20
20
20
20
20
20
20
10
10
10
10
10
10
10
10

10
70
60
50
40
30
20
10
80
70
60
50
40
30
20
10
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Apoés analise dos dados um novo diagrama foi elaborado na regido onde se

observou caracteristicas comuns a microemulsées.

3.6.5. Preparo das microemulsdes selecionadas pelo diagrama de fases

As microemulsées foram preparadas pelo método geral de emulsificagdo

segundo item 3.6.1.

3.7.Analise das variaveis do processo de obtengao das microemulsdes.

3.7.1. Influéncia da Temperatura

3.7.1.1. Emulsificacao a frio

Para o teste de emulsificagéo a frio a fase oleosa foi homogeneizada com a

mistura tensoativo/cotensoativo em temperatura ambiente. Em seguida, a fase

aquosa foi vertida sobre a fase oleosa e mantida sob agitagdo por 20 minutos. A

formulagéo obtida foi avaliada quanto a critérios macroscopicos de estabilidade

(PEREIRA, 2008).



45

3.7.1.2. Emulsificagdo a quente

O teste de emulsificacdo a quente foi ralizada da mesma forma que o método
geral de preparo de emulsdes (item 3.6.1) (PEREIRA, 2008).

3.7.2. Influéncia da ordem de adigédo dos componentes

A fim de verificar a influéncia da ordem de adicdo dos componentes no
preparo das formulagbes foram comparadas as formulagdes realizadas das
seguintes formas (FORGIANINI et al., 2001):

e Método 1: Fase aquosa a 75T vertida sobre fase oleosa acrescida de
tensoativo/cotensoativo também a 75TC;

e Meétodo 2: Fase oleosa a 75T vertida sobre fase aquosa acrescida de
tensoativo/cotensoativo também a 75TC;

e Método 3: Fases aquosa, oleosa e mistura de tensoativo/cotensoativo

aquecidos a 75T e homogeneizados.
3.8. Testes de estabilidade

Apoés a escolha da formulacgéo final esta foi submetida a diferentes condicdes

de estabilidade a fim de comprovar a qualidade da mesma.
3.8.1. Teste preliminar de estabilidade

Microemulsbes recentemente preparadas foram submetidas a centrifugacéo
por 3 minutos a 3500 rpm e avaliadas quanto aos aspectos macroscopicos
(separacéo de fase, translucidez, reflexo azulado) e microscopicos (coalescéncia e
homogeneidade das goticulas da fase interna) segundo Guia de Estabilidade

sugerido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004).
3.8.2. Centrifugacéao

As amostras foram colocadas em tubos conicos (tubos Falcon®) e submetidas

a centrifugagéo a 1000, 2500 e 3500 rpm por 15 minutos em cada velocidade. Como
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parametro de qualidade foram avaliadas as caracteristicas macroscopicas das
formulagdes (PEREIRA, 2008).

3.8.3. Estabilidade acelerada

A formulacao final foi submetida ao estudo de estabilidade acelerada segundo
Guia de Estabilidade sugerido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2004) onde a amostra foi armazenada em diferentes condigbes de
temperatura (5+2TC, 25+2T e 40+2T) por um periodo de 30 dias. As amostras
foram avaliadas no 15 7° 15° e 30° dia ap6s o pre paro. Foram analisados o
tamanho das particulas, potencial zeta, turbidez, pH, presenca de reflexo azulado e
acompanhamento da concentracdo do marcador (B-cariofileno) (BRASIL, 2004;
PEREIRA, 2008).

3.8.3.1. Tamanho das particulas

A distribuicdo de tamanho de particula foi determinada pela técnica de
dispersédo de luz laser, em que 10 pyL das amostras em estudo foram diluidos em
990 uL de agua milliQ, homogeneizados até a completa dispersdo e submetidos a

analise para a determinagao da distribuicdo do tamanho de particulas.

3.8.3.2. Potencial Zeta

O potencial zeta foi determinado pela medida da mobilidade eletroforética da
particula dispersa em um campo elétrico. Assim, 100 uL das amostras em estudo
foram diluidos em 1,5 mL de agua milliQ, homogeneizados até a completa disperséo

e submetidos a analise para a determinagéo do potencial zeta.
3.8.3.3. Determinacéo do pH
Antes das anadlises o peagdmetro foi calibrado com as solu¢des padrdo de pH

4.0 e 7,0. A analise foi realizada introduzindo o eletrodo diretamente na amostra sem
diluigdo em temperatura ambiente (25 + 2C) (BRASIL, 2010a).
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3.8.3.4. Determinagéo da turbidez

A determinacdo da turbidez foi realizada através de método
espectrofotométrico onde foi tragcada uma curva de linearidade com solugbes de
valores conhecidos de turbidez (4, 50, 80, 160, 200, 400, 800, 1600) (BRASIL,
2010a). As leituras foram feitas no comprimento de onda de 580 nm.

Para o preparo das solugbes padrao foram misturados 5 mL de uma solugao
de sulfato de hidrazina (0,01 g/mL) e 5 mL de uma solugdo de
hexametilenotetramina (0,1 g/mL) e mantida em repouso por 24 horas a temperatura
de 25 + 4T obtendo-se assim uma solu¢do padrdo de formazina de 4000 NTU
(Unidade Nefelométrica de Turbidez).

A partir desta solucdo, diluigdes foram preparadas e lidas no
espectrofotdmetro resultando em dados que através de uma analise estatistica de
regressao linear dos minimos quadrados gerou uma equacgéo de primeira ordem do
tipo y = ax + b onde (a) corresponde ao coeficiente angular, dado pela inclinagao da
reta, (b) corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de intersec¢éo da reta
com o eixo das ordenadas, (y) € a absorbancia e (x) a turbidez expressa em NTU.

As amostras foram analisadas por método direto ou através de diluicbes em
agua destilada (BRASIL, 2010a).

3.8.3.5. Acompanhamento da concentragdo do marcador

O marcador quimico B-cariofileno (Sigma-Aldrich) foi avaliado nos diferentes
dias do teste de estabilidade por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia conforme

condigdes cromatograficas descritas no item 3.9.
3.9. Condi¢des cromatograficas e adequabilidade do sistema.

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando cromatdgrafo liquido
de alta eficiéncia equipado com detector de arranjo de diodos. Utilizou-se coluna
cromatografica Phenomenex® Luna C8 (5u, 4.6 x 250 mm). As amostras, quando
necessario, foram diluidas em metanol e solubilizadas em banho de ultrassom.
Antes da injegdo todas as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pym

Millex® (Millipore, Massachusetts, USA) e a fase moével em membrana em PVDF de
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0,45 pm (Millipore). A fase movel utilizada foi isocratica composta de
acetonitrila:metanol:agua (75:10:15) com fluxo de 1,3 mL/min, temperatura da coluna
de 22T e comprimento de onda de 210 nm. (ALVES, 20 11)

A verificacdo da adequabilidade do sistema foi realizada através dos
parametros de conformidade do sistema (system suitability) monitorados pelos
dados de Resolugdo do Pico (Rs), Fator de Assimetria (FA) e numero de pratos

tedricos (N).

3.10. Covalidacdo do método analitico para identificacdo e quantificacdo de G-

cariofileno por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O método utilizado foi covalidado de acordo com as especificacdes da RE 899
de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). Os seguintes parametros foram avaliados:

seletividade, linearidade, preciséo, exatidao e robustez (ALVES, 2011).

3.10.1. Seletividade

A verificagdo do parametro de seletividade do método foi realizada através de
comparacao dos cromatogramas de solugdes metandlicas contendo o marcador (-

cariofileno), o éleo e um branco da formulagéo.

3.10.2. Linearidade

Foram preparadas trés curvas padrdo nas concentragbes aproximadas de
44,4125; 90,825; 181,65; 363,3 e 726,6 ug/mL. Todas as solugdes foram preparadas
em metanol grau HPLC. A area absoluta média obtida nas trés curvas foi utilizada na
construgcdo de um grafico, plotando a area média versus a concentracdo do
marcador (ug/mL). Calculou-se a equagao da reta por meio do estudo de regressao

linear, pelo Método dos Minimos Quadrados.

3.10.3. Precisao

A precisao foi avaliada nos niveis de repetibilidade e precisao intermediaria.
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A repetibilidade foi verificada com seis determinagbes na concentracdo de
363,3 pg/mL. A precisao intermediaria foi conduzida em dois dias diferentes por dois
analistas distintos, observando-se a concordancia entre os resultados obtidos. A
precisdo foi expressa como o desvio padrao relativo (coeficiente de variagdo) da

série de medidas.

3.10.4. Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método de adigédo de padréo, no qual se adiciona
quantidades conhecidas do padrao de referéncia (83,84 ug/mL) a amostra, em trés
concentracgdes (84,5; 112,66 e 140,25 pg/mL). Pode ser expressa pela relagcéo entre
a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica

correspondente.

3.10.5. Robustez

A robustez foi avaliada variando-se o fluxo (1,2; 1,3 e 1,4 mL/min) e a
proporcao dos componentes da fase movel (77:09:14; 75:10:15 e 73:11:16

(acetonitrila:metanol:agua respectivamente)).

3.11. Avaliagéo da atividade antiinflamatoria “in vivo”.

A fim de se avaliar a atividade antiinflamatoria da formulagéo proposta foi
utilizado modelo de experimento de edema de orelha induzido por éleo de créton
(PINHEIRO et al.,, 2011). Foi realizado um experimento no intuito de avaliar a
atividade antiinflamatéria do 6leo de sucupira e verificar a eficiéncia do uso de
microemulsées como veiculo desse Oleo. Para o experimento foram utilizados
camundongos machos, albinos, swiss, pesando entre 40 e 45 gramas fornecidos
pelo biotério central da Universidade Federal de Goias (UFG). Os animais foram
mantidos em condi¢gdes controladas de temperatura e iluminagdo (ciclo claro /
escuro de 12 h), com agua e racao ad libitum, sendo o seu manuseio em todos os
modelos experimentais executados de acordo com as normas propostas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de

Etica em pesquisa da UFG (protocolo 104/08). O experimento foi realizado em
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parceria com o Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais (LFPN/ICB/UFG).

Na realizagao dos ensaios farmacologicos os animais foram divididos em grupos de

10 animais tratados da seguinte forma:

Grupo 1 (Controle veiculo sem ativo): 25uL de acetona foram gotejados na
orelha esquerda e igual volume de uma solugdo de Oleo de croton em
acetona (2,5% v/v) foram igualmente aplicados na orelha direita. Decorridos
30 minutos 25 uyL do veiculo sem o 6leo foram gotejados em ambas as
orelhas de todos os animais.

Grupo 2 (Oleo fixo de sucupira): 25uL de acetona foram gotejados na orelha
esquerda e igual volume de uma solugéo de 6leo de créton em acetona (2,5%
v/v) foram igualmente aplicados na orelha direita. Decorridos 30 minutos 25
ML de solugéo de 6leo fixo de sucupira em acetona (100,0 mg/mL) foram
gotejados em ambas as orelhas de todos os animais.

Grupo 3 (Microemulsdo): 25uL de acetona foram gotejados na orelha
esquerda e igual volume de uma solug¢ao de 6leo de créton em acetona (2,5%
v/v) foram igualmente aplicados na orelha direita. Decorridos 30 minutos 25
ML da formulagéo (microemulsao) foram gotejados em ambas as orelhas de
todos os animais.

Grupo 4 (Dexametasona): 25uL de acetona foram gotejados na orelha
esquerda e igual volume de uma solugéo de 6leo de créton em acetona (2,5%
v/v) foram igualmente aplicados na orelha direita. Decorridos 30 minutos 25
ML de solugédo de acetato de dexametasona 20 mg/mL solubilizada em
acetona foram gotejados em ambas as orelhas de todos os animais.

Apds 4 horas da aplicagdo do agente flogistico todos os animais foram

submetidos a eutanasia e discos de 6 mm de didmetro foram retirados de ambas as

orelhas de cada animal. A diferenca de peso entre os discos foi tomado como

medida do edema.

3.12.

Analise estatistica

As amostras foram submetidas a avaliacdo estatistica ndo paramétrica

ANOVA, teste de Tukey com p < 0,05. O programa estatistico utilizado foi o
GraphPad Prism Versao 4.00 da GraphPad Software, Inc.
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. Conclusodes:

e Foram identificados os componentes de uma amostra do 6leo de sucupira
comprovando a presengca de sesquiterpenos como a-humuleno e @G-
cariofileno;

e O Oleo de sucupira mostrou-se dentro dos parametros de qualidade quando
avaliados seus indices fisico-quimicos apresentando indice de acidez,
peréxido, iodo e saponificacdo iguais a 1,23 0,05, 0, 110,43%2,75
114,1010,64, respectivamente. Pode-se avaliar também que o valor de EHL
requerido pelo 6leo foi entre 13 e 14.

e Foi obtida uma microemulsdo composta por do 6leo fixo de P. emarginatus
(10%), agua (75%) e mistura de UItramona®R-540/propiIenoglicol numa
proporcao de 2:1 (15%).

¢ A microemulsao foi caracterizada pelo tamanho do didmetro das goticulas da
fase interna (56,8 + 6,07 nm), turbidez (2859 + 600 NTU), pH (5,74 + 0,19) e
potencial zeta (-11,3 £ 1,54 mV).

e Comprovou-se a atividade antiinflamatéria do 6leo de sucupira e sua melhor

eficacia quando veiculadas sob a forma farmacéutica de microemulsoes;
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