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RESUMO

Pertencente a familia Clusiaceae, no Brasil, a planta Platonia insignis Mart. & popularmente
conhecida como “bacuri”, tem sua origem no Paré na Ilha de Marajo, sendo encontrada também no
Mato Grosso, na Amazonia, no Tocatins, no Maranhdo e no Piaui. Fora do Brasil encontra-se
também nas Guianas, no Peru, na Bolivia, na Colémbia e no Equador. E muito utilizada na
medicina popular para tratar diarréias, problema de pele, doencas inflamatdrias, dores de ouvido e
picada de insetos. Neste estudo foram avaliadas duas banhas-manteigas de bacuri, uma que
representa o extrato hexanico das sementes, extraida na UFPI e denominada (BBU) e outra obtida
industrialmente, também das sementes, denominada (BBI). As manteigas foram avaliadas do ponto
de vista quimico, sua composi¢cdo foi determinada por cromatografia gasosa de alta resolucao
(CGAR-EM) e, posteriormente foi realizado o doseamento da Garcinielliptona FC (GFC), um
floroglucinol isolado das sementes, usando espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel
(UV-Vis). As manteigas foram analisadas quanto a atividade citotoxica em MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazo-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) e quanto a toxicidade aguda em ratos ndo apresentando
diferencas significativas em relacdo aos grupos analisados. Os ensaios in vitro da atividade
leishmanicida mostraram que as manteigas inibem significativamente formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, bem como aumentam os parametros de ativacdo de macréfagos. Quanto a
atividade anti-inflamatdria das manteigas, por via oral, no modelo de pata, induzido por
carregenina, a BBI apresentou resultados superiores a BBU. Foram desenvolvidas formulacoes
utilizando as manteigas de bacuri e o Pluronic ® Lecithin Organogel (PLO), denominadas de FBBU
(Formulacdo contendo manteiga de bacuri da UFPI) e FBBI (Formulacdo contendo manteiga de
bacuri industrializada). O PLO é uma emulsdo que aumenta a permeacdo na pele facilitando a
penetracdo do ativo. Em relacdo as formulacBes foram realizados os testes preliminares de
estabilidade e estabilidade acelerada que mostram a estabilidade da composi¢do durante o periodo
verificado. As formulagdes tiveram sua atividade contra Leishmania testadas in vivo mostrando
resultado significativo se comparadas ao placebo. A atividade anti-inflamatoria das formulagdes
topicas mostrou que a FBBI possui um resultado bastante significativo se comparada a FBBU.
Portanto, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o processo de obtengdo das
manteigas influencia de sobremaneira sua composicdo bem como nas suas atividades
farmacoldgicas e mostra que a veiculacdo de ativos em formas farmacéuticas semi-sélidas pode

representar uma excelente alternativa para tratamento tépico de varias enfermidades A busca por



alternativas terapéuticas de origem natural em substituicdo as que existem no mercado
farmacéutico, utilizando plantas como fonte importante de produtos bioativos, impulsionou o estudo
das atividades desta planta como promissora para o desenvolvimento de fitofarmacos.

Palavras-chave: Platonia insignis. Formulacdo semissolidas. Banha/manteiga de bacuri



ABSTRACT

Belonging to the Clusiaceae family, in Brazil, the plant Platonia insignis is popularly known as
"bacuri” has its origin on Marajé Island in the state of Para, being found also in the states of Mato
Grosso, Amazon, Tocantins, Maranhdo and Piaui. Out of Brazil it is also found in Guyana, Peru,
Bolivia, Colombia, and Ecuador. It is widely used in folk medicine to treat diarrhea, skin problems,
inflammatory diseases, earaches and insect bites. We evaluated two bacuri flare-butters, one which
represents a hexane extract of the seeds extracted at UFPI and named (BBU) and another obtained
industrially, also of seeds, called (BBI). The butters were evaluated in terms of chemical
composition, and this was determined by high resolution gas chromatography (GC-MS) and then it
was performed the assay of Garcinielliptone FC (GFC), an isolated phloroglucinol from seeds using
spectrophotometry in the visible ultraviolet region (UV-Vis). Butters were tested for cytotoxic
activity in MTT (bromide, 3 - [4,5-dimetiltiazo-2-il] -2,5-diphenyltetrazolium bromide) and for
acute toxicity in rats, showing no significant differences in the groups analyzed. In vitro assays
from leishmanicidal activity showed that the butters inhibit significantly promastigotes of
Leishmania amazonensis as well as increase the parameters of macrophage activation. As for the
butters' anti-inflammatory activity, orally, in the paw model induced by carregenina, BBI showed
better results than BBU. Formulations were developed using the bacuri butters and Pluronic ®
Lecithin Organogel (PLO). Called FBBU (Formulation containing UFPI's bacuri flare-butters) and
FBBI (Formulation containing bacuri flare-butters industrialized). PLO is an emulsion that
increases skin permeation facilitating the penetration of the active. With regard to formulations,
preliminary tests were performed for stability and accelerated stability. The results showed stability
of the composition during the established period. Formulations had activities tested in vivo against
Leishmania, showing significant results compared to placebo. The anti-inflammatory activity of
topical formulations showed that BBI has a very significant result compared to the BBU. Therefore,
the results presented here suggest that the process of getting butters greatly influences its
composition and in their pharmacological activities and shows that the placement of assets in semi-
solid dosage forms may represent an excellent alternative for topical treatment of various diseases.
The search for therapeutic alternatives from natural sources in substitution of those that exist in the
pharmaceutical market, using plants as an important source of bioactive products, boosted the study
of the activities of this plant as promising for the development of phytochemicals.

Keywords: Platonia insignis. Semi-solid formulation. Bacuri flare/butter
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1 INTRODUCAO

1.1- Plantas Medicinais: cultura e tradi¢cdo

As plantas tém sido, desde a antiguidade, um recurso ao alcance do ser humano
possibilitando o acumulo e o aprendizado empirico de informagdes sobre 0 ambiente através
da observacdo constante dos fendémenos naturais a fim de melhorar as condi¢bes de
alimentacéo e cura das enfermidades, demonstrando, uma inter-relacdo muito estreita entre o
uso de plantas e a sua propria evolugdo. Ha evidéncias do uso de plantas como remédio entre
4500 e 1600 a.C (MIGUEL; MIGUEL,2000; ROKAYA et al., 2010; ALLABI et al., 2011).
Poderes sobrenaturais eram atribuidos aos feiticeiros, pajés, xamas, magos, curandeiros,
dentre outros, que possuiam a “sabedoria” sobre o poder das drogas e venenos. A partir desse
método empirico, foi possivel acumular bastante conhecimento sobre o uso de plantas
medicinais com fins de prevencéo, tratamento e cura de doencas; servindo de referencial e
fonte inesgotavel de novos compostos na busca de fitomedicamentos (CORREA et al., 2003,
DE VOS, 2010; LEONTI et al., 2010).

Em virtude da sua composicdo quimica complexa e variada as plantas medicinais
apresentam as mais diversas atividades farmacoldgicas em que estes compostos naturais que,
na maioria dos casos, atuam em sinergismo e produzem poucos efeitos adversos gquando
comparados com as drogas sintéticas, sendo assim, sdo promissoras fonte de novos
medicamentos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; LOVKOVA et al., 2001); entretanto a
populacdo tem a tendéncia de generalizar essa idé€ia, considerando que as plantas medicinais
sdo sempre melhores para a salde, portanto, deve-se disseminar 0 seu uso em estudos de
eficacia e seguranca, 0s quais permitem a préatica racional do uso dessas plantas, promovendo
a saude da populacéo e reduzindo os custos para o Sistema de Saude (BENT, 2008).

A descoberta dessas plantas medicinais inclui inimeros campos de investigacdo e
varios métodos de analise. O processo, tipicamente, comeg¢a com um botanico, etnobotanico,
etnofarmacologista, ou um ecologista que coleta e identifica a planta de interesse. A coleta
pode envolver espécies com atividade bioldgica conhecida que ndo teve seu principio ativo
isolado (ervas tradicionalmente utilizadas como remédios) ou pode envolver uma coleta
randomica. Em todo o caso & necessario respeitar o direito da propriedade intelectual da
populacdo de interesse onde ocorreu a coleta. Fitoquimicos preparam extratos dessas plantas,
sujeitam esses extratos a varios testes farmacoldgicos relevantes, e comegam 0 processo de

isolamento e caracterizacdo dos compostos. A biologia molecular tem se tornado essencial



23
Introdugdo

para a descoberta de novas drogas através da determinacdo e implementacdo de testes
direcionados a alvos moleculares especificos (BAKER et. al., 1995).

Numerosos métodos tém sido utilizados para adquirir novas drogas de produtos naturais:
sintese quimica, quimica combinacional e modelagem molecular (LEY; BAXENDALE,
2002; GEYSEN et al., 2003; LOMBARDINO; LOWE, 2004). Apesar do recente interesse
dessas técnicas pela indastria farmacéutica, os produtos naturais sdo as fontes mais
importantes para novas drogas e novas entidades quimicas; nos anos de 2001 e 2002,
aproximadamente, um quarto das melhores vendas mundiais foram de produtos naturais ou
seus derivados (NEWMAN et al., 2000; BUTLER, 2004).

No ambito técnico-cientifico, tal estudo multidisciplinar amplia 0 conhecimento das
plantas para a producdo racional de fitoterapicos seguros, eficientes, com reprodutibilidade
garantida e mais acessivel economicamente, ajudando a promover a saude da populacgéo.
Dessa forma, os extratos obtidos de plantas foram evocados como fontes relevantes de
produtos naturais (DANTAS et al., 2008; VEIGA-JR; PINTO, 2005). A pratica do uso de
plantas medicinais vem crescendo na assisténcia a saude em funcdo de sua fécil
aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Sabe-se que a medicina alopatica tem suas raizes na medicina popular, e é muito
provavel que os futuros farmacos ainda sejam descobertos seguindo as pistas fornecidas pelos
conhecimentos e pelas experiéncias populares (MACIEL et al., 2002). De qualquer forma, o
gue ocorre na maioria das sociedades atuais € uma complementaridade entre a alopatia e 0 uso
de plantas medicinais. Portanto, as pessoas no mundo inteiro ainda usam a matéria medica
para assisténcia a saude; prova disso é que, segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS),
80 % da populacdo mundial — principalmente dos paises em desenvolvimento — contam com
medicamentos derivados de plantas para assisténcia médica. Também € fato que um quarto de
todas as prescricbes médicas sao formulacdes de substancias derivadas de plantas ou de seus
analogos sintéticos (MARTINS et al., 2003; TANG; HALLIWELL, 2010).

Familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae inclui aproxiamadamente 50 géneros e 1200 espécies distribuidas
principalmente em regides tropicais e subtropicais do globo. Estas plantas tipicamente
tropicais possuem metabdlitos secundarios com importante atividade biolégica A familia
engloba arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econdmico pela producdo de frutos

comestiveis, madeiras, derivados quimicos de interesse farmacéutico e tintas. A maioria das
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espécies esta distribuida em trés géneros: Hypericum L (350 spp), Clusia L (200 spp) e
Garcinia L (200 spp) (JUNIOR, et al, 2005). Em nove desses géneros, cerca de 90 espécies
sdo de plantas cujos frutos sdo comestiveis (BARROSO et al, 2002; COSTA JUNIOR,
2011a).

Investigagbes sobre a composicdo quimica das plantas da familia Clusiaceae
mostraram que estas sdo ricas em xantonas e benzofenonas poliisopreniladas que foram
isolados ndo s6 nas resinas, mas também em outras partes das plantas (PICCINELLI et al.,
2009; CHEN et al., 2010, COSTA JUNIOR, 2011a). Dentre as atividades bioldgicas
conhecidas apresentam atividade antidepressiva, antioxidante, antifungica, anti-HIV e

antibacteriana.

A espécie Platonia insignis Mart.

Platonia insignis Mart (familia Clusiaceae) é popularmente conhecida no Brasil como
bacuri ou bacurizeiro (Figura 01). A palavra Bacuri tem origem tupi e significa “ba”, cair e
“cur1”, logo, ou seja o que cai logo que amadurece, indicando desta forma que atingiu a
maturacdo plena. Apresenta-se como uma arvore grande, podendo chegar de 15 a 25 metros
de altura e cerca de 1 a 1,5 metros de didmetro. Tem tronco reto com latex amarelo e galhos
opostos em posicdo de V aberto; até de longe é possivel reconhecé-la. Suas folhas sdo
opostas, brilhosas, e as flores sdo grandes com pétalas roseas. No Brasil, o0 bacurizeiro tem seu
centro de dispersdo no Estado do Para, podendo ser encontrado também no Mato Grosso,
Amazonia, Tocatins, Maranhdo, Piaui, fora do Brasil encontra-se também nas Guianas, Peru,
Bolivia, Colémbia e Equador. No Para as maiores concentraces estdo nas regides Salgado,
Bragantina e Ilha de Marajo. Cresce em terra firme e fornece uma madeira de cor amarela,
compacta, resistente muito utilizada na construcdo naval (MORAES, R.L.B. et al, 2009;
COSTA JUNIOR, 2011a; SHANLEY; MEDINA, 2005; FERREIRA, 2008).

Segundo Pio Corréa (1984) do Amazonas até o Piaui, Goias e Mato Grosso tem como
sinbnimos Bacuryuba, Ibacopary, Ibacury, Pacoury grande; no Maranhdo, Pacuru e
Ubacury; no Paraguai, Bacury- Guazu; Pakooru na Guiana Inglesa e Pacouri na Guiana
Francesa. Moura (2007) acrescenta outros nomes pelo qual o bacuri é conhecido na Guiana
Francesa, parcori e manil; na Guiana Inglesa pakuri, pakoori, geelhart, ger’ati, makasoe,
mongo-mataaki e wild mammee Apple; no Enquanto matazama, no Suriname, pakoeli. Na

lingua inglesa é mais comumente grafado como bakuri.
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As flores do baruzeiro sdo hermafroditas e andrdgenas, sdo encontradas nos galhos
jovens podendo cobrir toda a copa da arvore. Possuem 4 sépalas e de 4 a 6 pétalas no inicio

com a coloracgéo rosada e depois vermelha (Figura 02).

Figura 01. Bacurizeiro - Platonia insignis Mart (Arvore).

=
T | -

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.

Figura 02: Platonia insignis Mart (flores) .

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.

O bacurizeiro comeca a produzir frutos a partir de 10 a 15 anos de idade, mas se

proveniente de enxertia este tempo pode diminuir para 6 anos, podendo produzir por volta de
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2000 frutos, sendo a média de 400 por exemplar. Muitas arvores “descansam’ de um ano para
0 outro e esta variagdo na producao ndo é algo descrito na literatura e é atribuida a ciclicidade
da producdo (FERREIRA, 2008).

Apresenta um fruto (Figura 03) com polpa rica em constituintes quimicos com
propriedades antioxidantes como, a vitamina C (&cido ascorbico) e E (tocoferois) (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995) e uma semente rica em &cidos graxos, oléico (C18:1) 27,59%,
palmitico (C16:0) 25,31%, éster metilico do &cido linoleico (C 18:2) 4,35%, acido erucico (C
22:1) 3,50%, miristico 3,34%, linoléico (C18:2) 2,5%, estearico (C18:0) 1,86%, palmitoleico
(C16:1 cis 9) 1,82%, além da presenca de tripalmitina, cerca de 10 - 12% dos extrativos
graxos das sementes de bacuri (COSTA JUNIOR, 2011a; BENTES et al., 1986/1987;
MORAES; GUTJAHR, 2009). A presenca do diterpeno caur-16-eno, alcodis graxos como
eicosanol, octadecanol e hidrocarbonetos Cis, Cy5 € Cyg N0 6leo da semente de P. insignis foi
investigada por espectrometria de massas (SILVA et al., 2009). ROGEZ et al (2004), relatou a
presenca de glutamina, &cido glutdmico como os aminoacidos majoritarios, dentre outros,
carboidratos (glicose, frutose e sacarose) e minerais (Na, K, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Cu e Mn) na

polpa do fruto do bacuri.

Figura 03- Platonia insignis Mart.(frutos)

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.

No Par4, o floresce de junho a agosto e o seu fruto esta disponivel de dezembro a abril.
A safra desta fruta pode variar em diferentes regides, prolongando o seu fornecimento no
mercado (SHANLEY, MEDINA, 2005). O tamanho do fruto pode variar de acordo com o
local do plantio, condi¢cBes gerais como temperatura, umidade, vegetacdo ao redor, e até
mesmo da época da colheita feita em uma mesma planta. Em média, o fruto pesa 250 g, tem
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um formato ovalado coberto por uma casca, cuja espessura varia entre 0,7 a 1,6 cm,
representando 70% do peso (Figura 04) A parte comestivel corresponde ao endocarpo, e
representa 13% do peso do fruto. O endocarpo € de cor branca, com aroma forte e sabor
adocicado. Encontra-se em cada fruta em média 4 sementes oleosas (FERREIRA, 2008;
MORAES, GUTJAHR, 2009).

Figura 04: Platonia insignis Mart (A- fruto fechado, B- fruto aberto, C- polpa, D- semente

fechada, E-semente aberta).

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.

Usos Populares

O fruto do bacuri é muito procurado nas feiras de Belém para o preparo de doces,
tortas, compotas, sucos e sorvetes. A procura crescente pelo fruto tem estimulado produtores a
estabelecer areas de cultivo. Sua semente ndo tem utilidade na alimentagdo mas pode ser
utilizada na producéo de sabdo ou producdo da banha de bacuri. A extracdo do 6leo de bacuri
ocorre com grande dificuldade visto que as sementes colocadas de molho em agua por mais
de um ano e depois sdo fervidas, sendo o 6leo retirado da superficie da agua fervente. As
aplicacdes deste Oleo a nivel fitoterapico é popularmente como sendo um remédio eficaz
contra picadas de aranhas, cobras, no tratamento de problemas de pele, para dor de ouvido,
reumatismos e artrites. A manteiga de bacuri dd um tom dourado a pele, em poucos minutos

apos sua aplicacdo, ela é absorvida e a pele fica com um toque aveludado, além de tirar
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manchas e diminuir cicatrizes (COSTA JUNIOR, 2011la, MORAES, GUTJAHR, 2009;
FERREIRA, 2008).

A composicao graxa do 6leo de bacuri corresponde a um 6leo de alta absor¢éo, devido
ao seu elevado nivel de tripalmitina (50 a 55%), que age como um conduinte penetrando na
pele rapidamente. O alto valor do acido graxo palmitoléico (5%), em comparacdo com outros
6leos que ndo possuem mais que 0,5 a 1,5%, qualifica o 6leo do bacuri como um emoliente
fantastico podendo também ser utilizado como umectante. O ingrediente bioativo tripalmitina
é utilizado em comprimidos mastigaveis por ter uma hidrolise lenta, isso atenua os efeitos
colaterais de medicamentos pesados e dosa as quantidades para que o organismo fique sempre
absorvendo as suas a¢cGes medicamentosas, de acordo com a farmacocinética. A atual fonte de
tripalmitina no mundo é de uma planta chamada vulgarmente de Japanisi wax (Rhus
succedanea) que € originaria do Japdo (MORAES, GUTJAHR, 2009).

Fitoterapicos e programa de plantas medicinais

Um dos pré-requisitos para o sucesso do sistema de satde primario é a disponibilidade
dos medicamentos. As plantas sempre tém sido uma fonte comum de farmacos, seja na forma
de preparacdes tradicionais ou do principio ativo isolado. Entdo, € razoavel, para as tomadas
de decisbes no Sistema de Salde, identificar as plantas disponiveis que poderiam ser
adicionadas na lista nacional de plantas medicinais e, se possivel, informar aquelas que
possam substituir preparacdes farmacéuticas disponiveis comercialmente ou importadas
(FARNSWORTH et al., 1985).

No Brasil existe uma Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satde que tem como objetivo subsidiar o desenvolvimento de toda cadeia produtiva,
inclusive nas acdes que também serdo desenvolvidas pelos outros Ministérios participantes do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, relacionadas a regulamentacéo,
cultivo/manejo, producdo, comercializacdo e dispensacdo de plantas medicinais e
fitoterapicos. Essa lista contém 71 espécies, e esta deverd ser atualizada periodicamente
(RENISUS,2012).

Sabe-se ainda que o Sistema Publico de Saude no Brasil, sobretudo o do Nordeste
brasileiro, ndo possui uma politica de assisténcia farmacéutica capaz de suprir as necessidades
medicamentosas da populacdo. Desta forma, alguns estados e municipios brasileiros vém
implementando Programas de Fitoterapia na atencdo primaria a saude, com o intuito de suprir

as caréncias medicamentosas de suas comunidades (SILVA et al., 2006). Portanto é relevante
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a caracterizacdo, e avaliacdo de seguranca e eficacia de plantas medicinais por grupos de
pesquisas; j& que esses estudos preliminares podem embasar a produgdo de um fitoterapico.

1.2— Leishmanioses: Aspectos gerais

As leishmanioses ou Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) sdo doengas
infecto-parasitarias, ndo contagiosas, que acometem o homem, causadas por varias espéecies
de protozoéarios do género Leishmania. Sua transmissdo é vetorial com ciclo heteroxénico;
sendo caracterizada como doenga primariamente zoondtica, no qual o homem pode ser
envolvido secundariamente e de modo acidental. A infeccdo pode apresentar diferentes
formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com
seu hospedeiro (FUNASA, 2001; GONTIJO, 2003).

A LTA é um problema de sadde publica mundial. E considerada pela Organizagio
Mundial da Satde (OMS) como uma das doencas infectoparasitarias endémicas de maior
relevancia (MANDELL et al, 2005). O numero de casos no Brasil é crescente, observando-se
a existéncia de um duplo perfil epidemioldgico, expresso pela manutencdo de casos oriundos
de focos antigos ou de areas proximas a eles e pelo aparecimento de surtos epidémicos
associados a fatores como o processo acelerado de expansdo das fronteiras agricolas, a
implantacdo de garimpos, a construcdo de estradas e o processo de invasdo na periferia das
cidades (FUNASA, 2000). Negligenciada por pesquisadores e agéncias de financiamento, as
leishmanioses sdo endémica em 88 paises do mundo em que vivem 350 milhdes de pessoas
consideradas em risco de infeccdo. Nestes paises, estima-se que 80% da populacdo ganha
menos do que $ 2 dolares por dia (DESJEUX, 2003).

Fatores de risco crescentes estdo fazendo das leishmanioses um problema de salde
publica em muitos paises (NGURE et al, 2009). Novos tratamentos e ferramentas sdo

essenciais para permitir a reducéo da incidéncia dessa doenca.

Prevaléncia e distribuicao geogréfica

Com excecgédo da Antartica a LTA é encontrada em todos os continentes do mundo,
sendo principalmente endémicas em regides tropicais e sub-tropicais (PISCOPO, MALLIA,
2006). Segundo a OMS as leishmanioses ainda sdo uma das doengas mais negligenciadas do

planeta, afetando principalmente os mais pobres e o0s paises em desenvolvimento e estima-se
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que ocorrem cerca de 1,5 a 2 milhdes de casos anualmente, causando 57 mil mortes
(TAVARES, 2009; WHO, 2010).

Estima-se que 90% de todos os casos de Leishmaniose visceral ocorrem no Brasil,
Bangladesh, india e Suddo. Noventa por cento dos casos de leishmaniose cutdneo-mucosa
ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru, e 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no
Brasil, Afeganistdo, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (BASANO, CAMARGO, 2004).

No Brasil foram registrados 21.824 casos de leishmaniose cutanea em 2009 e 3.693
casos de leishmaniose visceral, no mesmo ano segundo levantamento do Ministério da Salde.
Anualmente sdo registrados em torno de 600 novos casos com alguns anos apresentando
surtos epidémicos, como em 2002 sendo registrados 1.250 casos (DUNAISKI, 2009).

A LTA encontra-se em fase de expansdo geografica e a sua incidéncia no Brasil tem
aumentado, nos Ultimos 20 anos, em praticamente todos os estados. surtos epidémicos tém
ocorrido nas regifes Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido
Amazonica, relacionados ao processo predatorio de colonizacdo. Nas Gltimas décadas, as
analises de estudos epidemioldgicos da LTA, tém sugerido mudangas no comportamento
epidemiolégico da doenca. Inicialmente considerada zoonose de animais silvestres que
acometia ocasionalmente pessoas em contato com florestas, a LTA comega a ocorrer em
zonas rurais ja praticamente desmatadas e em regides peri urbanas (FUNASA, 2001;
GONTHO, 2003).

Etiologia

As leishmanioses sdao um grupo de doencas infecto-parasitarias causadas por parasitas
protozoarios do género Leishmania pertencentes ao sub-filo Mastigophora, por apresentarem
flagelo; a ordem Kinetoplastida, pois seu flagelo emerge de uma bolsa flagelar e a familia
Trypanosomatidae, por apresentarem mais de uma forma bioldgica durante seu
desenvolvimento. Os vetores responsaveis pela transmissdo dos parasitas sdo insetos da
ordem Diptera, familia Psycodidae, subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros
Phlebotomus, em paises do Velho Mundo e Lutzomyia, nas Américas (OLIVEIRA, 2010).

Apenas o0s vetores fémeas possuem habitos hematdfagos e, dessa forma, séo capazes
de transmitir o parasita ao hospedeiro mamifero, no qual se incluem o homem e o céo
(GRIMALDI; TESH, 1993). Estes insetos sdo mais ativos ao anoitecer, ao amanhecer e

durante a noite, mas eles picam se forem perturbados em seus esconderijos (tocas animais,
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buracos de arvores, cavernas) (PISCOPO; MALLIA, 2006). Durante o dia permanecem em
repouso, na sombra, protegidos do vento e de predadores naturais (BRASIL,2006).

Ciclo Bioldgico de Leishmania

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios unicelulares, digenéticos,
encontrados nas formas promastigota, forma extracelular que parasita o trato digestivo do
vetor flebotomineo e a amastigota, um parasita intracelular obrigatério encontrada em células
fagocitico-mononuclear no hospedeiro mamifero. Nos hospedeiros vertebrados a forma
amastigota é arredondada e imdvel (Figura 05) (OLIVEIRA, 2010).

O ciclo bioldgico do parasita Leishmania spp. € bem definido. Os parasitas sao
transmitidos apds a picada do vetor que ao regurgitar, inocula, junto com sua saliva, algumas
centenas de formas promastigotas metaciclicas (geralmente de 100 a 1000 parasitas, por
picada) na derme do hospedeiro vertebrado, enquanto realizam seu repasto sanguineo. No
local da picada, essas formas podem escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro,
representados principalmente pela imunidade inata e podem ser fagocitadas por células
residentes no local, tais como macrofagos, mondcitos e células de Langerhans. No interior
dessas células, as formas promastigotas diferenciam-se em amastigotas, permanecendo dentro
de fagolisossomos, onde, entdo, originam o vaclolo parasitéforo, no qual iniciam os
processos de reproducdo por divisdo binaria e desenvolvimento celular. Ao se romperem
liberam uma grande quantidade de parasitas, que podem infectar novas células. Os
macréfagos infectados movem-se do local da picada para os linfonodos drenantes e,
posteriormente, migram para outros Orgdos como o baco, figado e a medula &ssea,
visceralizando a infeccdo (OLIVEIRA, 2010)

Durante a hematofagia, um novo vetor flebotomineo, ainda néo infectado, pode ingerir
células infectadas do hospedeiro mamifero infectado e que contenham formas amastigotas do
parasita. As mesmas chegam ao intestino do vetor e se diferenciam em promastigotas, que séo
encontradas livres no trato digestivo médio e anterior do flebotomineo. As promastigotas
denominadas prociclicas multiplicam-se, amadurecem e aderem-se ao epitélio do eséfago e
faringe do vetor, local onde se processa uma nova diferenciacdo para a forma promastigota
metaciclica. As formas promastigotas metaciclicas, livres, dirigem-se para a parte anterior do
aparelho bucal do vetor. O ciclo bioldégico do parasita completa-se quando o vetor
flebotomineo, agora infectado, alimenta-se de outro hospedeiro vertebrado ainda néo
infectado (NEVES, 2004; OLIVEIRA, 2010).
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Figura 05: Ciclo bioldgico de Leishmania nos hospedeiros vertebrado e invertebrado.
Adaptado de HTTP://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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Aspectos Clinicos da Leishmaniose LTA

E uma doenca de carater zoondtico que acomete o homem e varias espécies de animais
silvestres e domésticos, podendo ter diversas manifestacdes clinicas. Duas formas de
leishmaniose, cutdnea e visceral, acometem em humanos. Alguns textos também distinguem
uma forma muco cuténea, enquanto outros consideram que € um subconjunto da leishmaniose
cuténea. A forma da doenga e os sinais clinicos usuais variam de acordo com as espécies de
Leishmania e com a resposta imune do hospedeiro. Sendo que algumas infeccdes
permanecem assintomaticas (BRASIL, 2006; PISCOPO, MALLIA, 2006; MELO NETO,
2011).

Leishmaniose cutdnea é a forma mais comum de todas as leishmanioses, podendo
envolver somente a pele caracterizada por uma a dezenas de lesbes. Dependendo da espécie
de Leishmania, Ulceras, nédulos lisos, placas planas podem ser vistos. Geralmente, as leses
iniciais em que foi exposta ao flebotomineos formam as papulas. Podendo a lesdo permanecer
localizada ou disseminada pelo sistema linfatico originando lesdes secundarias (PISCOPO,
MALLIA, 2006)
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Leishmania (Leishmania) amazonensis € uma espécie destacada por ser responsavel
por duas formas de interesse clinico: a Leishmaniose cutanea localizada (LCL), caracterizada
por lesBes geralmente Unicas, de carater benigno, e Leishmaniose cutanea difusa (LCD),
caracterizada imunologicamente por uma anergia do hospedeiro e falta de resposta imunitaria
de base celular (WHO, 2010).

Os doentes de leishmaniose séo caracterizados por um espectro de manifestacfes
clinicas: lesdes cutineas ulcerativas desenvolvidas no sitio da mordedura flebotomineo
(leishmaniose cutanea localizada - LCL); nddulos multiplos ndo-ulcerativos (leishmaniose
cutanea difusa - LCD); inflamacédo destrutiva das mucosas (leishmaniose mucosa - LM); e
infeccdo disseminada visceral (leishmaniose visceral, LV). O resultado da infeccdo depende
da espécie de Leishmania e da resposta imune especifica do hospedeiro (REITHINGER et al.,
2007).

Drogas de referéncia no tratamento e controle das leishmanioses

No Mundo, o tratamento de escolha envolve os compostos antimoniais, existindo no
mercado atualmente duas formulacBes de Sb+5 disponiveis: Stibogluconato de sodio e o
antimoniato-N-metil glucamina, ndo parecendo existir diferencas quanto a eficacia terapéutica
entre os dois. No Brasil, a Unica formulacdo disponivel é o antimoniato N-metil glucamina,
qgue vem sendo distribuida pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006). Entretanto, a droga
possui elevada toxicidade, de modo que requer administracdo parenteral, além disso, em
muitos casos, ndo ¢ efetiva no tratamento (NETO , 2008).

Outras drogas podem ser utilizadas, como a anfotericina B classica, apesar de sua
toxicidade e necessidade de ambiente hospitalar para sua administracdo e a pentamidina que é
nefro-cardio-hepatopancreatotdxica. As principais reacdes adversas sdo dor, hipotensdo,
sincope, nauseas, vémitos, desconforto abdominal, tontura, adinamia, mialgias, cefaléia,
hipoglicemia e hiperglicemia (ALMAGRO, 2005).

Nos ultimos anos, doses progressivamente maiores dos antimoniais tém sido
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Centro de Controle de
Doengas (CDC) dos Estados Unidos da Ameérica devido ao aparecimento de resisténcia
primaria do parasita a essas drogas Vale ressaltar ainda a aplicacdo, ainda que em forma
experimental, das pentamidinas (sulfato e mesilato), os imunomoduladores (interferon gama e
GM-CSF). Os efeitos colaterais da anfotericina B sdo inimeros e frequentes, todos dose

dependentes (BRASIL, 2006). Novas drogas tém sido propostas como o miltefosine com bons
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resultados na India para Leishmaniose cutinea, contudo apresenta muito efeitos toxicos
(BEZERRA, 2006)

O uso de plantas medicinais no tratamento das leishmanioses

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as espécies vegetais sdo a
melhor e maior fonte de farmacos para humanidade. Estudos etnobotanicos tém demonstrado
0 uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via oral, como na
aplicacdo topica sobre as lesbes cutaneas.

Inimeras plantas apresentam na sua composi¢do compostos bioativos que isolados
podem fornecer elementos essenciais e alternativos aos tratamentos convencionais visando a
reducdo ndo s6 dos efeitos colaterais, da toxicidade e dos custos dos medicamentos ja
existentes (BEZERRA, 2006). Para o tratamento das leishmanioses, como exemplo, temos
compostos pertencentes a diferentes classes quimicas como alcal6ides (quinolonas isoladas da
Galiped longiflora), lignanos tal como (+) niasol isolado a partir de Aspargus africanus);
terpenos, cumarinas, lactonas, saponinas que com estruturas bem conhecidas e trabalhadas
podem ser usadas como modelos de desenvolvimento pra novas drogas (AKENDENGUE et
al, 1999).

No Brasil, o0 uso das plantas medicinais foi disseminado principalmente pela cultura
indigena. Temos um pais rico em diversidade bioldgica, cujo territdrio possui cinco principais
biomas a floresta amazonica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. Portanto, € uma rica
fonte de produtos terapéuticos, no entanto, este potencial para a descoberta de plantas como
fonte de novas drogas € pobremente explorado ou regulamentado (MELO NETO, 2011).

Algumas espécies vém sendo estudadas e tem apresentado resultados promissores
como os 6leos essenciais ricos em terpenos: Croton cajucara, com atividade sobre formas
promastigotas e amastigotas; 6leo essencial de Piper auritum; alcaldides de Aspidosperma
ramiflorum; extrato hidroalcodlico de Tanacetum parthenium hoje ¢ industrializada e vendida
para tratamento da enxaqueca (ROSA et al., 2003; MONZOTE et al., 2010; FERREIRA et al.,
2004).

Costa Junior, 2011a, em sua tese, apresentou excelentes resultados da atividade de
P.insignis Mart sobre formas promastigotas resultando em dados melhores que a anfotericina
B.

Diante do apresentado, salientando a necessidade em reduzir as dificuldades no

tratamento das leishmanioses, e a importancia da investigagdo de novas substancias, o
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presente trabalho propde avaliar duas banhas-manteigas de bacuri: uma obtida da semente do
bacuri através de extracdo com hexano e a outra obtida industrialmente efetuando, desta

forma, testes in vivo e in in vitro contra Leishmania amazonensis.

1.3-Atividade Anti-inflamatoéria

Fisiopatologia da Inflamacéo

A resposta inflamatdria representa um dos mecanismos de defesa do nosso organismo,
e consiste de uma longa cadeia de reagdes e atividades celulares com o intuito de reparar o
tecido em que ocorre uma lesdo ou destruicdo celular, ocorrendo atividades celulares,
aumento de arteriolas e vénulas, assim como aumento da permeabilidade vascular e fluxo
sanguineo, como consequéncia, o acumulo de liquidos (CARVALHO, 2004). Esta
inflamacdo, geralmente aguda, é a resposta inicial ao agressor e pode tornar-se desconfortavel
para o paciente devido ao edema formado e a dor.

Desse modo, a inflamacdo pode ser definida como o conjunto de alteracdes
bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas em resposta a estimulos agressivos ao organismo,
uma vez que sua principal funcéo é eliminar a infeccdo ou reparar os danos e assim retornar
ao estado de homeostase (BARTON, 2008). E amplamente definida como uma reacio
inespecifica protetora a lesdo de tecidos vascularizados. As caracteristicas classicas deste
fendmeno estdo relacionadas ao aumento do fluxo sanguineo capilar (calor e rubor) e da
permeabilidade vascular, a infiltracdo de células em tecido (edema) e a liberacdo de
substancias no local da inflamacdo (dor) (LARSEN; HOLT, 2000), resultando assim, nos
quatro sinais caracteristicos da inflamacéo. Pode ocorrer, em alguns casos, a perda da funcao
da area lesionada (ROCHA et al., 2007).

A inflamagéo pode ocorrer em trés fases distintas e cada uma mediada por diferentes
mecanismos: uma aguda que tem como caracteristica principal a vasodilatacdo e o aumento da
permeabilidade vascular; uma fase sub-aguda que consiste na infiltragdo de leucdcitos e
fagdcitos; e por fim, a fase cronica caracterizada pela degeneracéo dos tecidos e na presencga
de fibroses (ROTELLI et al., 2003). A inflamacdo aguda € a primeira resposta a uma lesédo
celular ou tecidual, na qual contempla uma série de alteracGes seqlenciais. Ela é mediada
através de substancias, como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e
leucotrienos (LIEBERMAN, 2009).
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Na reacdo inflamatoria existem eventos vasculares que levam a formacéo de edema e
aqueles que acarretam a migracdo de leucdcitos. Estes eventos sdo desencadeados por
diferentes mediadores que se originam do plasma ou células locais, podendo ser ampliados ou
modificados por mediadores liberados das células inflamatorias que migraram para o local da
inflamacéo (PAUL, 1998). Os eventos vasculares consistem em dilatacdo inicial das pequenas
arteriolas, resultando no aumento do fluxo sanguineo, seguido de reducédo e, a seguir, estase
do sangue e aumento da permeabilidade das vénulas pds-capilares, com exsudacgéo de liquido.
A vasodilatacdo é produzida por diversos mediadores, entre eles, prostaglandinas (PG) E; e
PG, (prostaciclina), aminas vasoativas, como a histamina (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

Durante o processo inflamatério ocorre a interagdo de varios mediadores que, agindo
em conjunto, induzem modificacbes morfologicas e funcionais peculiares ao processo, tais
como eritema, rubor, edema, dor ocorrendo perda de funcédo celular ou estrutural (BALBINO
et al., 2005). Esses mediadores pro-inflamatérios sdo tanto de origem tissular, por exemplo, 0s
eicosandides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacdo plaquetéria,
aminas vasoativas (histamina e serotonina), bradicinina, citocinas pré-inflamatorias (IL-1, IL-
8, TNF e IFN-a), 6xido nitrico, como de origem plasmadtica, os componentes do sistema
complemento, sistema de coagulacdo, sistema fibrinolitico e sistema das cininas (FEGHALI;
WRIGHT, 1997; CARVALHO, 2004).

Farmacos com acdo anti-inflamatoria estdo entre o0s agentes terapéuticos mais
utilizados no mundo, porém apresentam algumas limitacGes com relacdo a sua poténcia,
eficacia e efeitos adversos (PARENTE, 2000; FIORUCCI et al., 2001). Eles podem acarretar
efeitos adversos, resultantes da inibicdo da atividade da prostaglandina E; sintetase, incluindo
perfuracdo e hemorragia do trato gastrintestinal (SCHOLICH; GEISSLINGER, 2006).

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) induzem o aparecimento de graves
efeitos adversos como sangramento gastrintestinal, alteracdes renais e nos mecanismos de
hemostase. Tais acdes, que parecem ser decorrentes da inibicdo da COX-1, levaram a busca
de inibidores mais seletivos, o que resultou no surgimento de drogas mais especificas para
COX-2, como, por exemplo, rofecoxib e celecoxib. Contudo, estes inibidores seletivos de
COX-2 inibem a PGI, que possui efeitos protetores sobre o sistema vascular, 0 que pode
explicar a maior incidéncia de ataques cardiacos e acidente vascular cerebral entre aqueles
que utilizam estes farmacos (SCHOLICH; GEISSLINGER, 2006). Além disso, estudos
clinicos tém sugerido que esses inibidores poderiam causar outros efeitos colaterais tais como
lesGes gastrintestinais e hipersensibilidade (ARAICO et al., 2007).
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Devido a esses inconvenientes, torna-se necessaria a busca por substancias derivadas
de produtos naturais com potencial anti-inflamatorio que possam dar origem a novos
farmacos de baixo custo e com efeitos adversos reduzidos. Desse modo, 0 6leo obtido das
sementes do fruto de P.insignis apresenta um forte potencial por ser utilizado na medicina

popular como agente anti-inflamatorio e cicatrizante (SANTOS-JUNIOR et al. 2010).

1.4 — Estrutura da pele

Pele: maior 6rgédo do corpo humano

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano de estrutura biolégica complexa,
compreendendo 10 a 15% do peso corporal, e realiza maltiplas atividades de forma precisa
para regular e defender o organismo (PEYREFITTE, 1998; LEONARDI, 2004; CLARK et
al., 2007). Esse envoltdrio de protecdo e comunicacdo com o0 meio externo desempenha
diferentes funcBes, como termorregulacdo, resposta aos estimulos imunologicos, sintese
bioquimica, protecdo frente a atritos e a radiacdo ultravioleta, detec¢do sensorial e
comunicagéo social e sexual (OLIVEIRA et al., 2004).

A pele é organizada, essencialmente, de trés camadas: uma superior - a epiderme,
estratificada e avascular; uma camada intermediaria - a derme, formada por tecido conjuntivo;
e uma camada profunda - a hipoderme, constituida por tecido conjuntivo adiposo (Figura 06 —
Camadas da pele). Tais estruturas podem apresentar consideraveis variacdes regionais na
espessura, distribuicdo dos anexos cutaneos e cor (HUANG et al., 2005).

A epiderme é um epitélio pavimentoso estratificado, cujas células estdo em processo
dindmico, ou seja, em constante renovacdo. A principal célula e mais abundante dessa camada
é 0 queratindcito, correspondendo cerca de 95% do total das células epidérmicas. A medida
que o queratindcito progressivamente se desloca da membrana basal a superficie da pele,
formam-se as distintas camadas da epiderme (Figura 07): estrato basal, estrato espinhoso,
estrato granuloso e estrato corneo. Nas palmas das méos e plantas dos pés, ha uma camada
adicional entre o estrato corneo e granuloso: o estrato lucido. Outros tipos de células
encontradas sdo 0os melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel (KHAVKIN,
ELLIS, 2011).

A diferenciacdo morfoldgica sofrida pelos queratindcitos é conhecida como
queratinizagdo ou corneificacdo, a qual consiste em marcantes alteragdes, tais como: perda

das principais organelas celulares, agregacdo de filamentos de queratina e formacgdo de um
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envelope celular. Nesse processo, um certo numero de proteinas sdo submetidas a
modificacbes pos-translacionais, incluindo pontes dissulfeto e ligamentos cruzados de
isopeptideos (YING et al, 2009).

Apols essas modificacOes estruturais, essas células passam a ser chamadas de
cornedcitos e, juntamente com a matriz lipidica, formam o estrato corneo, que, de fato, é a
barreira fisica que nos protege da perda excessiva de &gua e da invasdo de substancias
quimicas e bioldgicas. Sendo assim, o estrato corneo constitui o principal obstaculo para a
penetracdo de ativos hidrofilicos, enquanto a epiderme viavel, que se localiza logo abaixo do
estrato corneo, confere maior resisténcia as substancias altamente lipofilicas (MOSER et al,
2001; RAWLINGS et al., 2008).

Com uma espessura de até 15 um, o estrato corneo é a principal barreira fisica a
entrada da maioria das substancias na pele e a perda de agua (ELIAS, 1983; SCHEUPLEIN,
BLANK, 1985; POTTS, FRANCOLEN, 1991), embora seja levemente permeével a agua. A
queratina, depositada nos cornedcitos, confere resisténcia quimica e fisica ao tecido (ZATZ,
1993). A hidratacdo da queratina fornece plasticidade a pele, tornando a funcdo barreira
menos vulneravel a estresse mecanico. Quando o0s cornedcitos perdem agua, a pele se torna
quebradica, e a impermeabilidade é comprometida (FORSLIND, 1994).

A derme é a camada mais profunda, diretamente adjacente a epiderme e fornece o
suporte mecanico para a pele. E constituida por elementos do tecido conjuntivo, composto por
proteinas fibrosas (colageno e elastina) e um gel interfibrilar de glicosaminoglicanas, sais,
agua, além de fibroblastos. Além disso, € extensivamente vascularizada e apresenta unidades
pilosebacias e glandulas sudoriparas. Pode ser subdividida em duas camadas: a derme papilar
que estd em contato com a epiderme e que é formada por tecido conjuntivo frouxo, e a
reticular, constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde predominam as fibras
de colageno (VENTRE et al., 2009).

A hipoderme ou paniculo adiposo é a camada mais profunda da pele apresentando
uma espessura variavel e constitui-se de células de gordura denominadas adipocitos.
Funcionalmente, a hipoderme, além de depoésito nutritivo de reserva, participa do isolamento
térmico e da protecdo mecénica do organismo, possuindo uma vasta vascularizacdo
(GEERLIGS et al., 2008).
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Figura 06 — Camadas da pele com as suas estruturas.
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Figura 07- Modelo esquematico do complexo processo de migracdo das células da camada
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A pele como barreira

A pele mantém importante funcdo de barreira fisica para protecdo do organismo e
contra perda de agua. Os lipidios sdo os responsaveis pela funcéo de barreira a perda de agua
e entrada de substéncias do estrato corneo (ELIAS, 1983; BOMMANNAN et al., 1990).
Barry demonstrou o elevado ponto de fusdo desses lipidios, indicando que essas estruturas na
camada cornea estdo arranjadas com um alto grau de ordem e alta densidade (BARRY, 1987).

Além disso, a pele também é um 0Orgdo capacitado a execucdo de multiplas funcdes.
Uma das funcGes é a de exercer protecdo imunoldgica devido a sua grande atividade
imunologica, onde atuam intensamente os componentes da imunidade humoral e celular.
Além disso, a pele também desempenha um a funcdo de termorregulacdo através de seus
sistemas de circulacdo e evaporacdo. Outra funcédo é a percepcdo de sensagdes de toque, dor,
calor e frio através de uma complexa e especializada rede nervosa cutanea. A pele é capaz de
sintetizar hormonios (ex. dehidrotestosterona) e vitaminas (ex. vitamina D) assim como
metabolizar xenobidticos (PROKSCH et al, 2008).

Antigamente a pele era conceituada apenas como um mero envoltorio que separava o
meio externo do meio interno, desconhecendo-se tais fungfes como a funcdo e estrutura do
estrato corneo. Para que houvesse uma mudanca de opinido e conceito foi necessario que o
estrato corneo fosse analisado de forma isolada e observados as particularidades da
permeabilidade dessa camada, descrevendo estruturas que liberavam a matriz lipidica
encontrada entre os cornedcitos, dentre outras fungées. O modelo esquematico da pele foi
plenamente aceito para explicar o estrato cérneo do ponto de vista da permeabilidade,
chamado de “brick & mortar”, em que os tijolos sdo os cornedcitos € 0 cimento sdo o0s
lipideos (ADDOR, AOKI, 2010).

Durante as Ultimas décadas, o modelo de dois compartimentos simples evolui para um
conceito apresentando o estrato cérneo como um sistema de atividade metabdlica
regulamentada e como um biosensor para fatores externos (por exemplo, regulando a
atividade proteolitica, sintese de DNA e sintese lipidica). Assim, os componentes do estrato
corneo sdo considerados como estruturas controladoras da taxa de permeacéo transcutanea de
xenobidticos (DARLENSKI et al., 2009), fato relevante para administracdo de farmacos pela
via topica (LOFTSSON, OLAFSSON, 1998).

Dessa forma, a habilidade de um farmaco em uma formulacéo topica permear a pele e
exercer seu efeito depende, além das caracteristicas do estrato corneo, tanto das propriedades

fisico-quimicas do agente bioativo, quanto de outros fatores relacionados com a composi¢édo
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do veiculo (BRINON et al., 1999). Estudar os aspectos que regulam a permeacdo cutanea s&o,
portanto, de extrema importancia, j& que a eficécia clinica de um farmaco aplicado por via
topica depende, ndo sO das suas propriedades farmacologicas, mas também da sua
disponibilidade no local de agdo (LOFTSSON, OLAFSSON, 1998).

Penetracgdo de farmacos pela pele

Produtos farmacéuticos aplicados na pele podem ser subdivididos em duas categorias:
(i) sistemas transdérmicos, que tém como objetivo a absorcdo dos farmacos pela circulacdo
sanguinea para tratamento de doencas sistémicas e (ii) formulaces dermatoldgicas, como
cremes, pomadas, locdes e géis, para o tratamento local de doencas na pele. Apesar de
possuirem caracteristicas e objetivos distintos, a eficacia de ambos dependera da liberacéo do
farmaco da formulacdo que o contém e de sua penetracdo/difusdo pelas camadas da pele
(BEMVINDO, 2006; SHAH et al., 1991).

Na década de 50 foi introduzido um novo conceito de liberacdao de farmacos através da
pele, apesar de um crescente avango da pesquisa cientifica em cima desta nova descoberta,
apenas em 1979 foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e disponibilizado
comercialmente nos Estados Unidos, a primeira geracdo de medicamentos de aplicacdo na
pele destinados a nauseas, vomitos e angina associados as viagens, principalmente maritimas.
Os sistemas terapéuticos transdérmicos (STTs) facilitam a passagem de quantidades
terapéuticas de farmacos através da pele, com o objetivo de atingir a circulacdo sanguinea,
para exercer efeitos sisttmicos (ALLEN et al., 2007).

Observa-se um aumento na popularidade dos sistemas terapéuticos transdérmicos
(STT) nos ultimos anos por uma série de raz@es, incluindo: (1) grande adesdo dos pacientes
ao tratamento; (2) niveis plasmaticos constantes, resultado da liberacdo continua de farmaco
por determinado periodo; (3) menor incidéncia de efeitos colaterais, devido a auséncia de
picos de concentragdo, (4) eliminacéo do efeito de primeira passagem e (5) disponibilidade de
tecnologia para formulagdes confidveis e confortaveis ao uso (SHAH et al., 1991)

O processo béasico envolvido na tecnologia de liberacdo de fArmacos transdérmicos € a
absorcdo percutanea ou transdermal do farmaco (SINKO, 2008).

A administracdo transdérmica, entretanto, possui limitagdes muito especificas que se
originam, principalmente, na excelente propriedade de barreira oferecida pelo estrato cérneo.
Apenas compostos dotados de certa lipofilia, ndo ionizados e de baixo peso molecular podem

penetrar passivamente a pele, a ponto de sofrerem absor¢do percutanea. Clonidina, nicotina e
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estradiol sdo exemplos de farmacos disponiveis em formulagdes transdérmicas (AULTON,
2005).

A organizacdo em camadas lamelares dos muitos lipidios do estrato corneo compde a
principal barreira para a permeacéo de substancias ativas na pele. A permeacao de substancias
através da pele (Figura 08) podem ser entre os lipidios do estrato cdrneo, chamada de
permeacao transcelular, pelos lipidios do estrato cdrneo, chamada de permeacdo intercelular e
ainda através de glandulas e foliculos, chamada de permeacdo transpendicular (CHORILLI et
al, 2007). Em quaisquer dos caminhos que a permeacdo possa ocorrer, a estrutura do estrato
cérneo obriga o farmaco a se difundir através das bicamadas lipidicas intercelulares
(ROUGIER et al., 1983).

Figura 08 - Representacdo esquematica da penetracdo de substancias através da camada
cérnea e dos canais formados pelos anexos cutaneos. 1-Canal do pélo, 2-Canal excretor de
sebo, 3-Colo da glandula sebéacea, 4-Glandula sebécea, 5-Passagem transfolicular, 6-

Passagem transepidérmica.

Fonte: PRISTA e colaboradores, 1992.
Estas diferentes rotas para permeacéo cutanea de fa&rmacos foram debatidas por muitos

anos. A contribuicdo da area de apéndices cutdneos para permeacdo de farmacos é
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praticamente negligivel uma vez que apresenta 0,1 % da &rea total de permeacdo cuténea,
sendo este caminho importante para moléculas muito polares e para administracao especifica
de farmacos no foliculo piloso (BARRY, 2004).

Todavia a penetracdo através do estrato corneo ocorre principalmente através de duas
vias, sendo elas: via intercelular, onde o farmaco difunde-se ao redor dos cornedcitos pela
matriz lipidica intercelular; e via transcelular, onde o farmaco atravessa 0s cornedcitos e a
matriz lipidica (BARRY, 2004).

Os sistemas terapéuticos transdérmicos foram, tecnicamente, divididos por Allen,
2007 em duas classes distintas: sistemas monoliticos e sistemas controlados por membrana.
Os sistemas monoliticos de liberacdo transdérmica apresentam o farmaco incorporado em
uma camada matricial composta por material polimérico que controla a liberagcdo do farmaco.
Este material polimérico geralmente € solubilizado juntamente com o farmaco para formacéo
da matriz e apds passar pelo processo de secagem, esta mistura é incorporada entre a camada
anterior e a frontal do adesivo trasndérmico (ALLEN et al, 2007).

Os sistemas controlados por membrana contem um reservatorio geralmente na forma
liquida ou de gel contendo o farmaco, uma membrana que controla a velocidade de liberacdo
e camada adesiva. A vantagem sobre os sistemas monoliticos é que a velocidade de liberacao
permanece constante, uma vez que a solucdo do farmaco no reservatorio permanece saturada.
De uma forma geral, os TTSs séo constituidos por diferentes nimeros de camadas, incluindo
uma camada externa que protege o sistema do ambiente externo e de perdas, uma camada
matricial ou de reservatorio que armazena e libera o farmaco para a pele, uma camada adesiva
para manter o farmaco em contato com a pele e uma Gltima lamina protetora que deve ser
removivel antes do uso (ALLEN et al., 2007).

A promocdo de permeacdo de farmacos através da pele pode ter os seguintes
resultados: (1) melhoramento da liberacdo do farmaco a partir de preparacdes farmacéuticas
transdérmicas; (2) aumento do fluxo de farmaco através da pele ou retencdo de farmaco nesta;
(3) aumento da liberacdo localizada, tépica ou dos tecidos alvo através da pele; (4)
combinacdo de 1, 2 e 3 (MATSUDA, ARIMA, 1999).

Com o objetivo de, por um lado, ultrapassar os problemas devidos a impermeabilidade
da pele e a variabilidade biologica e, por outro, de aumentar o numero de farmacos candidatos
ao desenvolvimento de medicamentos transdérmicos, varios métodos para remover
reversivelmente a resisténcia desta barreira da pele tém sido investigados, entre 0s quais, a
utilizacdo de promotores de permeacdo (MARTINS, VEIGA, 2002).
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1.5 - Desenvolvimento farmacotécnico de formas farmacéuticas de uso topico
Organogéis

O organogel ou MBG do inglés, microemulsion based gels, é formado pela
solubilizacdo de gelatina em uma microemulsdo agua em o6leo, para a formacdo de géis
transparentes. A formacdo do organogel foi primeiramente descrita em 1986, e sua
caracterizagdo fisica/estrutural tem sido alvo de varios estudos. As mudancgas que ocorrem na
estrutura dos organogéis variam de acordo com a quantidade de seus componentes (&gua,
oleo, surfactante e gelatina), permitindo obter diagramas de fases, também conhecidos como
“regides de estabilidade”. Estes, por sua vez, possibilitam estudar a relagdo dos componentes
do organo-gel no processo de gelatinizagdo, para se obter organo-géis com rigidez e
estabilidade diversas (QUEIROZ, NASCIMENTO, 1999).

A primeira descri¢cdo do organogel de lecitina foi dada em um artigo publicado por
Scartazzini e Luici em 1988. Eles descobriram que a adicdo de pequena quantidade de dgua
em solugBes ndo-aquosas de lecitina natural causava um abrupto aumento na viscosidade
(10%-10° vezes), produzindo uma transicdo para um estado gelatinoso. Este fato permite
considerar que a formacdo do organogel por adicdo de dgua é um fenbmeno comum inerente
de solucgdes nao aquosas de lecitina (SHCHIPUNOV, 2001).

Organogéis sdo sistemas semi-sélidos, no qual uma fase liquida organica é
imobilizado por uma rede tridimensional de fibras de gelatina entrelacadas. Apesar de sua
composicdo majoritariamente liquida, estes sistemas demonstram aparéncia e comportamento
reoldgico de sélidos (VINTILOIU, LEROUX, 2008).

PLO como veiculo de liberagdo de farmaco

O PLO é um gel derivado de organogels de lecitina composto de palmitato de
isopropila, lecitina de soja, dgua e polimero hidrofilico Pluronic F127. Segundo Murdam
(2005) o PLO néo é realmente um organogel o que se da devido a presenca do polimero e a
uma quantidade de 4gua maior que de 6leo, mas que pode ser pensado como um organogel
devido ao seu nome. Desde o seu desenvolvimento tem sido utilizado como veiculo tanto para
uso humano como veterinario. Pesquisas indicam que pode veicular uma gama bem variada

de principios ativos que vao desde hormonios, anti-inflamatorios a antidepressivos, sem falar
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que o PLO pode ser usado de forma promissora e eficiente na “entrega” ou melhor na
absorcdo dos ativos. Outra caracteristica importante do PLO é o fato de ser termicamente
estavel, viscoelastico, biocompativel com varias formulacdes e apropriado para uso com

solventes organicos e solventes polares (SCARTAZZINI, 1988).

Estudos de estabilidade de formas farmacéuticas

A estabilidade € definida como o tempo durante o qual a especialidade farmacéutica
ou mesmo a matéria prima considerada isoladamente, mantém dentro dos limites
especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas condi¢bes e
caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricacdo. Pode também ser definida
como o periodo de tempo compreendido entre 0 momento no qual o produto esta sendo
fabricado aquela que sua poténcia esta reduzida a ndo mais do que 10%, desde que o0s
produtos de alteracdo estejam todos seguramente identificados e previamente reconhecidos
seus efeitos (TABORIANSKI, 2003; VEHABOVIC et al., 2003; SILVA, 2009).

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como propriedades
fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicdo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem
(BRASIL, 2005).

Com a finalidade de garantir a integridade quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica
e toxicoldgica do farmaco e da forma farmacéutica dentro dos limites especificados, sob
influéncia dos fatores ambientais em fungdo do tempo, sdo preconizados estudos de
estabilidade (ANSEL et al., 2007).

O estudo de estabilidade descrito pela RE n°1/2005 (Brasil, 2005) possui como
principal aplicabilidade a determinagdo do prazo de validade do produto farmacéutico. Porém,
também determina a quantificacdo dos produtos de degradacdo e o método analitico
correspondente, que resultou na publicagdo de um Informe Técnico n° 1/2008, com o objetivo
de esclarecer procedimentos nos casos em que a impureza ou 0 padrdo do produto de
degradacdo nédo estdo disponiveis. Estes procedimentos envolvem a realizacdo de testes de
estresse sob condigdes variadas (BRASIL, 2008).
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Estabilidade preliminar

Os testes de estabilidade prelimiar sdo de suma importancia no desenvolvimento de
formulacdes. Infelizmente a RE n°1/ 2005 n&do faz mencdo a estes testes. No Brasil, como
referencial utilizamos o Guia de Estabilidade para produtos cosméticos.

Segundo o Guia de Estabilidade para produtos cosméticos da ANVISA (BRASIL,
2004) os testes de estabilidade preliminar funcionam auxiliando na triagem de formulaces.
Devido as condicBes extremas de temperatura que sd@o submetidas, (com o objetivo de
acelerar possiveis reacdes entre seus componentes) podem surgir inimeros pontos que podem
ser considerados como sinais de instabilidade. E um teste préatico, rapido e que da um grande

suporte aos desenvolvedores de produtos.

Estabilidade acelerada

Os testes de estabilidade acelerada tém como objetivo fornecer dados para prever a
estabilidade do produto, tempo de vida util e compatibilidade da formulacdo com o material
de acondicionamento. Utiliza condi¢cbes menos extremas que o de estabilidade prelimiar e
pode ser usado para estimar o prazo de validade do produto, interacdo entre 0s componentes

da formulacédo e dos componentes com a embalagem (BRASIL, 2004).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Obtencdo tecnoldgica de formulagdes de uso tépico (FBBU e FBBI), avaliacdo do seu
potencial farmacolégico e das manteigas de Platonia insignis Mart. obtidas na UFPI (BBU) e

industrialmente(BBI) em modelos in vivo e in vitro.

2.2 - Objetivos especificos

Caracterizar quimicamente as manteigas de P.insignis Mart. por cromatografia gasosa de
alta resolucdo (CGAR-EM).

Dosear a GFC utilizando espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV/VIS);
Analisar a citotoxicidade in vivo e in vitro (MTT) das manteigas de bacuri (BBU e BBI);
Desenvolver formulacao farmacéutica de uso tépico usando as manteigas (FBBU e
FBBI);

Realizar estudos de estabilidade preliminares e acelerado das formula¢ées FBBU e FBBI,;
Avaliar o potencial toxicoldgico in vitro (MTT) das manteigas de P. insignis Mart.(BBU
e BBI);

Avaliar o potencial toxicoldgico in vivo das manteigas de P. insignis Mart.(BBU e BBI);
Avaliar a atividade leishmanicida in vitro das manteigas de P. insignis Mart.(BBU e
BBI):

Avaliar a atividade leishmanicida in vivo das formulagdes contendo manteiga de bacuri
da UFPI- FBBU e manteiga de bacuri industrializada - FBBI;

Avaliar a atividade anti-inflamatoria das manteigas de bacuri (BBU e BBI) no modelo de
edema de pata induzida por carragenina em ratos via oral;

Avaliar a atividade anti-inflamatoria das formulaces (FBBU e FBBI) no modelo de

edema de pata induzida por carragenina em ratos via topica.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 — Matériais primas e Reagentes

Metanol PA- Synth

Lecitina de soja - Embrafarma
Palmitado de isopropila- Embrafarma
Polaxamer - Embrafarma

Acido sorbico - Embrafarma

Sorbato de potassio - Embrafarma
Etanol PA - Vetec

Hexano (HPLC/SPECTRO) - Tédia
Agua purificada por osmose reversa
Eter etilico — Merck

Silica 60 — Merck

Acetato de Dexamentasona — EMS
Acetato de Etila — (HPLC/SPECTRO) — Tédia
Carragenina - Sigma

Silica flash Merck

Propilenoglicol- Pharma Nostra
Indometacina - Deg

Tween 80 — Sigma

Suspenplus ® - Embrafarma

3.1.2 — Equipamentos

Paquimetro — Venier caliper

Aparato para teste de espalhabilidade

Multipipetador - Multimete+ - HTL

Espectofotdmetro UV- VIS- Varian cary
Espectofotdmetro UV- VIS — modelo EEL- 800; Biotek
Estufa - Odontobras
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Estufa com 5% de CO,, 85% de umidade relativae 37 ° +1 °C - WWR

Estufa de Cultura — Bod Q- 315M - Quimis

Fluxo laminar - Deltaseries

Microscopio -Olympus

Osmose reversa - Gehaka

pH metro digital - Gehaka

Ultrassom — modelo Cleanner; Marconi

Refrigerador Zyrium Frostfree- Brastemp

Viscosimetro rotacional Brookfiel- Rheology Internacional

Chapa de aquecimento - Thelga

Centrifuga - sigma Laboratory

Balanca analitica Kern 410- Digimed

Homogenizador turax T25- digital Ultra turrax

Centrifuga Excelsas Baby 1I, Fanem 206

Cromatdgrafo a gas acoplado a espectofotdmetro de massas — Agilent Technologies.
Modelo 7890? com detector de massas modelo 59752 pertencente ao laboratério de
Geoquimica Orgénica — 1Q- UNICAMP

Software NIST, biblioteca de espectros de massas

3.2 — Método

3.2.1 Identificacdo botanica e obtencdo das manteigas de P. insignis Mart.

As sementes foram obtidas de espécimes localizados em Barras, Piaui- Brasil (latitude
-04 ° 14’ 40”’ e longitude -42 ° 40’ 70°’) em margo de 2009, e a exsicata foi depositada no
Herbario Graziella Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI) sob n.° ICN TEPB
27164. As sementes extraidas dos frutos foram secas a temperatura de 55°C e moidas.
Oitocentos e quarenta e oito gramas (848 g) do pd seco foram extraidos com hexano em
Soxhlet por 8 h. O extrato foi concentrado a vacuo em rotaevaporador com rendimento total
de 63%.

O extrato hexanico foi armazenada a 8 °C e houve a formacéo de duas fases, uma mais
densa e esbranquigada, constituida basicamente de tripalmitina e trioleina, e outra superior

mais escura. Retirou-se a fase mais densa 64,10 g e utilizou-se a outra menos densa. A banha-
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manteiga de bacuri cujo processo de extracdo foi realizado na Universidade Federal do Piaui-
UFPI foi denominada BBU.

Uma outra manteiga chamada de BBI (manteiga de bacuri industrializada) foi doada
pela empresa Amazon Velas Industria e Comércio Ltda intitulada Manteiga Virgem de
Semente de Bacuri/ Bacuri Butter, lote MBA-006/10; data de fabricagdo 16/08/2010 e data de
validade 24 meses.

Foram realizados dois estudos comparativos entre as amostras- BBU e BBI. O
primeiro foi estudo de cromatografia gasosa de alta resolucdo CGAR-EM e o0 segundo a
avaliagdo do teor de garcinialiptona (GFC), um floroglucinol, portanto uma substancia de
natureza polar, isolada das sementes de bacuri por Costa Junior et al, 2011b.

3.2.2 Caracterizacdo quimica das manteigas de P. insignis Mart.

Andlise por cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR-EM)

Analise das banhas-manteigas de bacuri (P.insignis)

Clean up das manteigas de bacuri (P. insignis)

As amostras (200,0 mg) foram dissolvidas em 10 mL de AcOEt (HPLC/Spectro
Tedia®) e aplicadas em uma coluna de extracdo em fase sélida (SPE). A coluna foi
empacotada com 400,0 mg de gel de silica 60 (0,063-0,200 mm) (Merck), a elui¢do foi
realizada com 10 mL de AcOEt. A fracdo acetato de etila obtida por SPE foi avaliada por
CCDC (Hex/AcOEt (7:3) e revelador solucdo de anisaldeido/AcOH e analisada por
CGAR-EM (Figura 09).

Andlise da fracdo acetato de etila por CGAR-EM

A fracdo acetato de etila foi dissolvida em um mistura de solventes grau
HPLC/Spectro da Tedia® Hex/AcOEt (7:3) na concentracdo de 5,0 mg/mL, transferiu-se
500 uL para um vial, em seguida, adicionou-se 500 L da solucdo etérea de diazometano,
previamente preparado. Apds a metilacdo, o solvente foi evaporado em fluxo de N, e
adicionou-se 500 uL de Hex/AcOEt (7:3). Uma aliquota de 1 xL das solugdes metiladas

foram injetadas em um cromatégrafo (CGAR/EM) Agilent com coluna capilar DB5
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(J&W) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) no modo split (10:1). Temperatura do injetor: 310 °C
e temperatura do detector: 310 °C. Programacdo da coluna: temperatura inicial de 150 °C
por 12 min, taxa de 4 °C min™ até 290 °C permanecendo por 45 min. Tempo total de
analise: 92 min. O gas de arraste foi hélio (1.5 mL/min). A aquisicdo dos espectros de
massas no modo Scan, corte do solvente em 8 min, faixa de massas de 40 a 750 Daltons,
utilizando o método de ionizagdo por elétrons (IE), com energia de ionizacdo de 70 eV,
analisador do tipo quadrupolo e fonte de ions a 300 °C. Os constituintes quimicos
identificados pela fragmentacdo caracteristica e por comparacdo dos espectros de massas

obtidos com os registros da biblioteca computacional NIST 2.0.

Figura 09: Clean up e analise das banhas- manteigas do Bacuri (P. inisgnis)

200,0 mg de extrato bruto

Dissolvido em 10 mL de AcOEt

SPE (silica flash)

Eluigdo com 10 mL de AcOEt
Concentragdo em fluxo de N,

Fracdo AcOEt

Dissolucdo em Hex/AcOEt (7:3) a 5 mg/mL

CGAR/EM

Doseamento de GFC nas amostras BBU e BBI

Para a determinacdo do teor de GFC nas amostras, seguiu-se medotologia similar a
reportada na Farmacopéia Brasileira, 4% edicdo (1996), para a determinacdo do teor do

paracetamol, matéria prima utilizada na producdo de comprimidos, capsulas, solucgdes orais.
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As analises foram realizadas em espectrofotdmetro Varian Cary 300 de duplo feixe
UV/Vis. Inicialmente foi realizado o espectro de varredura da Garcinielliptona (GFC),
substancia referéncia, dissolvida em metanol, na faixa de: 200 a 400nm, em células de quartzo
com percurso 6tico de 1 cm, volume equivalente a 4 mL a temperatura ambiente, para a
determinag@o do (Amax).

Foi utilizado como referéncia a substdncia GFC isolada e purificada, através de
cromatografia em coluna de gel de silica do extrato hexanico das sementes de P. insignis Mart
e identificada por ressonancia magnética nuclear de Hidrogenio e Carbono e espectrometria
de massas (COSTA JUNIOR, 2011b).

Utilizou-se uma solucdo estoque da substancia de referéncia garcinialiptona na
concentracdo de 0,2 g L™ em metanol a partir da qual preparou-se uma série de diluicdes para
obtenco das concentragdes de 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 e 5 mg L™, para as quais fez-se as
leituras das medidas de absorbancia no comprimento de onda (Amax) 280 nm, de acordo com 0
espectro de absorcdo da GFC (Figura 10). Utilizou-se metanol como branco. O grafico gerado
guando foram plotadas as medidas de absorbancias versus concentracfes, por regressao linear
apresentou a equacao A = 0,0214C + 0,1385, onde A é a absorbancia em 280 nm e C a
concentragéo, o coeficiente de correlacdo linear R = 0,9999. Abaixo o0 espectro de absorcao
do padréo de GFC.

Figura 10 — Curva analitica padrdo e espectro de absorcdo com a substancia de referéncia
Garcinielliptona (GFC).
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O teor de GFC, nas manteigas, foi determinado por interpolacdo direta da absorbancia

das amostras na curva padréo utilizando-se como referéncia a substancia GFC.

3.2.3 Obtencdo tecnoldgica e avaliacdo da estabilidade preliminar e acelerada de

formulacbes emulsionadas (FBBI e FBBU)

Preparacao das formulacdes semi-solidas

Foram obtidas 03 (trés) formulacdes veiculadas em Pluronic® Lecithin Organogel
(P.L.O.); uma contendo manteiga de bacuri da UFPI a 5% (FBBU), outra contendo manteiga
de bacuri industrializada 5% (FBBI) e o placebo. As formulagdes do organogel foram
preparadas 48 horas antes dos ensaios, para que ocorresse a estabilizacdo termodinamica das
micelas a temperatura ambiente (MORAES, 2004). A manipulagéo foi a frio, com disperséo
do polimero (polaxamer 407) e conservante em &gua destilada (2 a 8%) correspondente a fase
aquosa do organogel. Esta solucdo foi mantida sob refrigeracdo por 24 horas para aumentar a
taxa de solubilizacdo (BENTLEY et al, 1999; ). A fase oleosa ou solucdo de lecitina foi
obtida pela mistura de (1:1) de lecitina granulada e palmitato de isopropila, sendo mantida por
24 horas em repouso para facilitar a solubilizacdo da lecitina. O gel de poxamer 407® foi
preparado a 20% e acrescentado a formulacdo em quantidade suficiente para 100% da
formulacéo.

As manteigas de bacuri a 5% foram previamente fundidas em banho maria e sob
agitacdo constante, misturadas a solugdo de lecitina a 22%. Para a formacdo do organogel foi
acrescentado o gel aquoso de polaxamer em quantidade suficiente para 100% da formulagé&o.
A formulacdo foi mantida sob agitacdo constante por 30 minutos em agitador mecanico tipo

ultra turrax a 8000 rpm.

Analise Macroscopica das Formulagdes

As caracteristicas organolépticas (aspecto, cor) foram avaliadas visualmente durante
todo o processo de analise das amostras. Apds 24h que as formulagGes foram preparadas,
analisaram-se as caracteristicas organolépticas, a fim de identificar possiveis processos de
instabilidade das formulagfes como coalescéncia, floculagdo e cremagdo (AULTON, 2005;
BRASIL, 2004).
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Os ensaios de estabilidade foram iniciados 24 h apos a preparacdo das formulagdes

tempo necessario para a estabilizacdo das micelas das formulaces.

Resisténcia a centrifugacao

As formulagdes foram centrifugadas durante 30 minutos a 3000 rpm em centrifuga
Excelsas Baby Il, Fanem 206 e no final foi observado a ocorréncia ou ndo de separacdo de
fases. O produto deve permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a
necessidade de reformulacéo (BRASIL, 2004).

Tabela 01: Composicao centesimal das formulacGes de organogel de manteiga de bacuri UFPI

e Industrializada.

Componentes Férmulas

FBBI* FBBU** PLAC***
Lecitina granulada 11,11% 11,11% 11,11%
Palmitato de isopropila 11,11% 11,11% 11,11%
Acido Sérbico 1,01% 1,01% 1,01%
Polaxamer 407 14,60% 14,60% 14,60%
Manteiga de Bacuri - 5,00% -
UFPI (BBU)
Manteiga de Bacuri
Industrializada (BBI) 5,00% - -

Sorbato de Potassio Qs% Qs% Qs%

Agua destilada Qsp 100% Qsp100% Qsp 100%

* FBBI- creme P.L.O. contendo manteiga de bacuri industrializada;
**EBBU - creme P.L.O. contendo manteiga de bacuri UFPI;
*** PLAC- creme P.L.O polaxamer usado como placebo.

Estabilidade preliminar das formulagdes

As formulagdes desenvolvidas foram submetidas a testes prévios de estabilidade que

consiste em submeter a amostra a condi¢cbes extremas de temperatura, onde foram



57
Materiais e Métodos

selecionados ciclos de 24 h a 45 + 2°C, e 24 h a -5 £ 2°C, possibilitando desta forma que
fossem aceleradas as possiveis reacfes de degradacdo. Os pardmetros analisados foram:
caracteristicas organolépticas, determinacdo da espalhabilidade, resisténcia a centrifugacéo,
valores de pH e microscopia oOptica. Os testes foram realizados apds a manipulacéo e apds o
ciclo gelo-degelo. Para todos os momentos todos os pardmetros foram realizados em

triplicata.

Estabilidade acelerada das formulagdes

As formulagdes foram submetidas ao estudo de estabilidade acelerada ou normal que
tem como objetivo fornecer dados para prever estabilidade do produto, tempo de vida util e
compatibilidade da formulacdo com o material de acondicionamento (ANVISA, 2004).
Aplicadas condi¢cbes menos extremas que os da estabilidade acelerada foi realizada pelo
periodo de 90 dias sendo divididos em Ty Tis Tso, Teo € Teo. As amostras foram submetidas
ao aquecimento em estufa (tempetratura — 45 °C + 5 °C), expostas a radiacdo luminosa e a
temperatura ambiente.

Os parametros analisados foram os mesmos da estabilidade preliminar: caracteristicas
organolépticas, determinacdo da espalhabilidade, resisténcia a centrifugacéo, valores de pH e
microscopia optica.

Todas as analises foram realizadas em triplicata. As amostras foram acondicionadas
em frascos plasticos opacos, com paredes lisas e com tampa para as amostras submetidas as
variacOes de temperatura em estufa (37 + 2 °C). Para as amostras expostas a radiacéo
luminosa e ao ambiente usou-se embalagem de vidro transparente com paredes lisas e com

tampa.

Caracteristicas organolépticas

As formulacGes foram observadas quanto a cor, odor e aspecto (FERREIRA, 2000).
Além desses critérios verificou-se outros que poderiam estar diferentes das
formulaces iniciais analisadas. Essas caracteristicas foram observadas ap0s a preparacdo das

formulagdes, apds o stress térmico e durante toda a estabilidade acelerada (BRASIL, 2004).
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Determinacéo do pH

Utilizou-se para determinacdo do pH pHgametro digital previamente calibrado com
solucgdes tampéo de acetato pH 4,0 e tampao fosfato pH 7,0.

Preparou-se uma solucdo aquosa a 10% (p/v) e mediu-se o pH em triplicata para cada
amostra correspondendo o resultado a média das trés determinagdes.

Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita na literatura por Knorst (1991). No equipamento utilizado, uma placa
molde circular, de vidro (diametro = 20 cm; espessura = 0,2 cm), com orificio central de 1,2
cm de diametro, foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada
sobre uma escala milimetrada (Figura 10). A amostra foi introduzida no orificio da placa
molde e a superficie foi nivelada com espatula. A placa molde foi cuidadosamente retirada e
sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Ap6s um minuto, foi
realizada a leitura dos didmetros atingidos pela amostra, em duas posi¢cOes opostas, com
auxilio da escala do papel milimetrado. Posteriormente, foi calculado o didmetro médio. Este
procedimento foi repetido acrescentando-se sucessivamente outras placas, em intervalos de
um minuto.

Os resultados foram expressos em espalhabilidade (mm?) da amostra em funcéo do
peso aplicado (gramas), de acordo com a equacdo abaixo, sendo que 0S MeSMOS
correspondem a média de trés determinacfes (BRASIL, 2004). Utilizou-se para o teste 10
placas, as quais variavam o peso entre 79,89 g e 309,73 g e foram aplicadas de forma
decrescente perfazendo um total de 1676,5 g quando todas se apresentavam sobrepostas. A

metodologia foi citada por Borghetti e Knorst (2006).

Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm2);
d = diametro médio (mm);

n=3,14.
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Figura 11: Aparato para teste de espalhabilidade — Farmécia escola UFPI

Microscopia 6tica

A analise microscopica foi realizada medindo-se o didametro de 100 goticulas por
lamina em ocular micrométrica em triplicata. Para tanto, as amostras do organogel foram
dispensadas em solucdo de propilenoglicol e agua (1:1), na propor¢do de uma parte de
amostra para 10 partes da solucdo. A lamina foi preparada e observada em microscopio éptico
Olympus CX 40 com objetivas de 10, 40 ou 100 vezes e uma ocular 10 aumento
(CARVALHO, 2007).

Viscosidade aparente

As viscosidades aparentes e relativas foram determinadas com o auxilio de
Viscosimetro Rotacional do tipo Brookfiel da marca Rheology Internacional, usando o
“spindles 77, em quatro velocidades (6, 12, 30 e 60 rpm) o que permite medir eletronicamente
a forca de torgdo ja convertida em viscosidade. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padrdo da média para cada
grupo de experimento. Os dados estatisticos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o método Tukey’s,
quando apropriado, considerando p<0,05.

3.2.4 — Avaliacdo Farmacoldgica das manteigas de P. insignis (BBU e BBI) e formulacdes
(FBBU e FBBI)

3.2.4.1 Determinacdo da toxicidade das manteigas de P. insignis.

Atividade citotéxica em MTT

A citotoxicidade das manteigas de bacuri foi realizada utilizando o teste do MTT. Em
placa de 96 pogos foram adicionados 100 puL de meio RPMI 1640 completo (contendo 10%
de soro fetal bovino, 10.000 U de penicilina e 10 mg de estreptomicina) e cerca de 1 x 10°
macrdfagos por poco. As células foram incubadas por 4 h para adesdo. Apds esse tempo,
foram feitas duas lavagens com meio RPMI completo para retirada das células que ndo
aderiram. Posteriormente, foi adicionado as manteigas de bacuri , em triplicata, previamente
diluidos para um volume final de 100 pL para cada poco nas concentragdes de 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 pg/mL. Em seguida foram incubadas por 48 h e, ao final da incubacéo, foi
adicionado 10 pL de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazo-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) diluido
em PBS a uma concentracdo final de 5 mg/mL (10% do volume; ou seja, 10 pL para cada 100
uL de poco). Foram incubados por mais 4 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO,, e em
seguida o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 uL de DMSO em todos os pogos.
Em seguida, a placa foi colocada sob agitacdo por cerca de 30 min a temperatura ambiente
para dissolucdo completa do formazan (Figura 12). Por Gltimo, foi realizada a leitura a 550
nm em leitora de placa (NOGUEIRA et. al., 2007).
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Figura 12: Reacdo de redugdo do MTT para formazan.
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Avaliagéo da toxicidade aguda em ratos

A avaliacdo toxicologica das manteigas de bacuri foi realizada através do Teste de
Dose Fixa, preconizado pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 2001). Os animais foram divididos em 03 grupos de 05 animais cada, sendo dois
grupos-teste tratados com BBU e BBI, respectivamente, na dose de 2,0 g/kg por via oral
(v.0.), e um grupo controle tratado com Suspen-Plus® 65%, um agente suspensor inerte
utilizado na solubilizacéo e preparo das suspens@es a base de BBU ou BBI.

Logo ap6s a administracdo, os animais foram avaliados do ponto de vista clinico e
comportamental com maior atencdo durante as primeiras 4 horas apds a administracéo,
conforme protocolo de reconhecimento e avaliagdo de sinais clinicos preconizados pela
OECD (2000). Em seguida, as avaliacdes foram realizadas diariamente, assim como a

obtenc¢éo do peso dos animais, durante 14 dias.

Parametros bioguimicos

No final do experimento, realizou-se coleta de amostras de sangue a partir de
puncdo da veia cava sob anestesia com tiopental sodico (45 mg/kg, i.p.). Apos 30 minutos, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para obten¢do do soro, que foi

submetido a determinacgéo de diversos parametros bioquimicos conforme Tabela 07.
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Peso relativo de 6rgdos internos

Apds eutanasia dos animais seguida de necropsia, realizou-se avaliacao
macroscopica de orgaos internos (pulmdes, coracdo, estbmago, figado, cérebro e rins) quanto
a textura, consisténcia e cor. Em seguida, os 6rgaos foram pesados a fim de obter o seu peso
relativo através da formula: peso do 6rgéo (g) / peso do animal no dia da necropsia (g) x 100.

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média. As analises
estatisticas foram realizadas através da aplicagdo do Teste t de “Student” para amostras nio-
pareadas ou Analise de Variancia (ANOVA) Two-way seguida dos pds-testes de Tukey ou
Dunnett, para analise de significancia entre os grupos. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando o p<0,05. Para todas as andlises estatisticas e plotagem
das curvas utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.2.4.2 - Avaliacao da Atividade leishmanicida

Avaliacao da Atividade leishmanicida in vivo usando FBBI e FBBU

Animais

Foram utilizados camundongos fémeas, da espécie Mus musculus, linhagem Balb/c,
fémeas, com idade de 1 a 2 meses e peso entre 20 e 25 gramas, provenientes do biotério
setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais “Prof. Paulo Humberto Moreira
Nunes”- NPPM- UFPI, mantidos sob condicGes de controle de temperaturaa 25 + 1 °C e ciclo
claro-escuro de 12 horas com agua e ragéo ad libitum.

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de ética
em Experimentacdo com animais da UFPI (CEEA/UFPI 076/2010). A eutanasia dos animais
foi realizada em conformidade ao Paragrafo Unico do Artigo 2° da resolucdo N° 714, de 20
de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria— CFMV.
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Manutencéo das cepas de Leishmania amazonensis

Utilizou-se parasitos da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis, cepa
IFLA/BR/67/PH-8, obtidas no Nucleo de Pesquisa de Plantas Medicinais — NPPM- UFPI,
mantidas por sucessivas passagens em camundongos Balb/c e replicadas em frascos de cultivo
celular com meio de cultura de Schneider’s (Sigma, Chemical Co, St Louis, USA), contendo
10% de soro fetal bovino — SFB (Sigma) inativado, 10.000 Ul/mL de penicilina e 50 pug/mL
de estreptomicina e mantidas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 26 + 1
°C.

Obtencao das massas de Leishmania para infeccdo

Para obtencdo das massas de parasitas dos estoques, distribuiu-se 50 mL de meio de
Schneider’s (Sigma, Chemical Co, St Louis, USA) em frascos de cultivo celular com
capacidade nominal para 50 mL de cultura e incubados em estufa a 26 + 1 °C por 7 dias. Apos
constatada a viabilidade e auséncia de contaminantes foram separadas as promastigotas por
centrifugagédo a 3.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sedimento obtido foi ressuspendido em
solucdo salina fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e centrifugado nas mesmas condi¢des. O
processo foi repetido por trés vezes. A massa foi ressuspendida em 1 mL de solugéo salina
fisiologica estéril (NaCl 0,9%), contadas em camara de Neubauer e ajustada a concentracdo

desejada.

Infeccéo

Os animais foram tricotomizados na regido da base da cauda e inoculados pela via
subcutanea com 1 x 10° promastigotas infectantes em fase estaciondaria, ajustados a um
volume de 50 pL de indculo.

Tratamento

Os animais foram divididos em trés grupos (n = 6) de acordo com o tipo de tratamento

a serem submetidos. O tratamento comegou no momento do surgimento do nédulo, antes da

formacéo das lesdes ulcerativas.
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Os nodulos/ lesdes ulcerativas foram tratadas duas vezes ao dia, durante quarenta e

sete dias, com 50 uL da formulacdo topica em cada aplicacdo indicada para cada grupo,

utilizando-se um multipipetador automatico. O volume aplicado foi suficiente para cobrir toda

a area da lesdo ulcerativa do inicio do tratamento.

b)

d)

Protocolo béasico do tratamento topico

Formulagdes: Creme de P.L.O. com 5% da manteiga de bacuri da UFPI
(FBBU), Creme de P.L.O. com 5% da manteiga de bacuri Industrializada
(FBBI) e controle.

NUmero de aplicagdes diarias: 2 aplicaces

Periodo de tratamento: 7 semanas

Grupo: Foi aplicada em fémeas as formulacGes acima descritas.

Avaliacdo da eficacia do tratamento

Aspecto clinico

Os animais foram acompanhados antes, durante e ap6s o tratamento através da

observacdo diaria das lesGes, ou seja: presenca de nddulo, de Ulcera, infeccdo secundéria,

surgimento de metastases e cicatrizacao.

Acompanhamento da lesdo ulcerativa

A avaliacdo quantitativa da acdo das formulagdes utilizadas neste experimento foi pela

mensuracdo semanal do diametro da lesdo ulcerativa/nddulo com um paquimetro. Como

parametro, foi tomado o diametro, entre as bordas, do eixo perpendicular a linha dorsal do

animal.

Andlise Estatistica dos Resultados

A analise estatistica dos resultados obtidos, em triplicata, foi realizada utilizando-se

programa grafico Prisma 5.0 e os valores foram expressos como média + erro padrdo da

média. Para concentragdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a anélise de variancia



65
Materiais e Métodos

One way seguido pelo teste de Benferroni. A andlide de significancia foi considerada quando
0 p<0,05.

Avaliacéo da atividade leishmanicida in vitro usando BBI e BBU
Determinacdo dos parametros para ativacdo de macrofagos
Elicitacdo e cultivo de macrdfagos peritoneais de camundongo
Foram utilizados macréfagos peritoneais residentes obtidos de camundongos Balb/c.
Depois de anestesiados com injecdo intramuscular de cloridrato de xilazina 2 mg/kg de peso
vivo e cloridrato de ketamina 15 mg/kg de peso vivo os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, imersos em alcool a 70% por um minuto para anti-sepsia e fixados em

suporte na posicao de decubito dorsal (Figura.13).

Figura 13 - Animal em posicdo de decubito dorsal e com periténio exposto para coleta de

macréfagos.

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.

Em fluxo laminar, o peritdnio foi exporto por dissecacdo da pele ventral (Figura 12) e
administrou-se na cavidade abdominal, cerca de 8 mL de salina tamponada com fosfato (PBS-
Phosphate Buffer Saline), pH 7,4, estéril, a 4 °C. Apos leve massagem no abddémen do
animal, a solucdo contendo macré6fagos do peritonio foi aspirada e reservada em tubo estéril,
sobre banho de gelo.

Esse material foi submetido a centrifugacdo a 2.300 rpm, por 10 minutos, a 4 °C por
duas vezes, intercaladas pela lavagem das células com salina 0,9% estéril. Ao final o

sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 2 mL de meio RPMI 1640
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contendo 10% de SFB, penicilina- estreptomicina 10.000 Ul/mg e realizada contagem dos
macrofagos em cadmara de Neubauer, utilizando o corante Azul de Trypan para anélise da

viabilidade celular.

Preparo das solucbes

A solucdo estoque de corante vermelho neutro foi preparada pela solubilizacéo de 0,02
g de corante em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO). A solucéo de extracdo utilizada nos dois
protocolos consistiu de acido acético glacial 96% (1% v/v) e etanol PA (50% v/v) dissolvidos
em &gua bidestilada. O zimosan corado para os ensaios de capacidade fagocitica foi obtido
pela diluicdo de 0,3 mL da solucédo estoque e 0,02 g de zimosan ndo opsonizado em 3 mL de
PBS, ja o fixador utilizado foi o de Baker formol-calcio constituido por formaldeido 4% v/v,
cloreto de sodio 2% p/v e acetato de célcio 1% p/v em agua destilada (BONATTO, 2008).

Ensaio de determinacéo do volume lisossomal

Macrofagos peritoneais foram plaqueados e incubados com as manteigas BBl e BBU
de P. insignis. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37 °C e a 5% de CO,, acrescentou-se
10 pL de solucdo de vermelho neutro a 2% em DMSO e voltou-se a incubar durante 30
minutos. Apds este tempo, o sobrenadante foi descartado, procedeu-se a lavagem dos pocos
com salina 0,9% a 37 °C e adicionou-se 100 uL de solucdo de extracdo para solubilizar o
vermelho neutro presente no interior das vesiculas de secrecao lisossomais (Figura 13). Apds
trinta minutos em agitador de Kline a placa foi lida a 550 nm em leitora Biotek modelo
ELx800 (BONATTO, 2008).

Ensaio de determinacdo da capacidade fagocitica

Macroéfagos peritoneais foram plaqueados e incubados com as manteigas de BBI e
BBU. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37 °C e a 5% de CO,, acrescentou-se 10 pL de
solucgéo de zimosan corado e incubou-se por 30 minutos a 37 °C. Ap6s o procedimento, foram
adicionados 100 pL de fixador de Baker, para paralisar o processo de fagocitose (Figura 14)
e, 30 minutos posteriormente, a placa foi lavada com salina 0,9% a fim de remover 0 zimosan
e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos macrofagos. Removeu-se o sobrenadante,

adicionou-se 100 pL de solucdo de extracdo e apos solubilizacdo em agitador Kline as
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absorvéncias foram medidas a 550 nm em leitora Biotek modelo ELx800. Os resultados
foram expressos em porcentagem, sendo o0 grupo controle considerado como 100%
(BONATTO,2008).

Figura 14- Ensaio de determinacdo do volume lisossomal e ensaio de determinacdo da

capacidade fagocitica.

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.
Avaliacdo da atividade leishmanicida sobre formas amastigotas

Macrdfagos foram coletados em placas de cultura com 24 pocos (Figura 15) na
concentracdo de 2 x 10° células/500 uL do meio, contendo laminulas estéreis redondas de 13
mm. Elas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO; por 2 horas para a adesdo celular. Ap6s este
tempo, o meio foi substituido por 500 uL de RPMI-1640 suplementado com SFB, penicilina e
estreptomicina e incubados por 15 horas. ApOs este periodo, o0 meio RPMI-1640
suplementado foi aspirado e novo meio adicionado contendo formas promastigotas na
proporcao de 8 promastigotas para 1 macréfago em cada poco. Apds 4 horas de incubacdo a
5% de CO,, 37 °C, 0 meio foi aspirado para remover as promastigotas livres e 1 mL de RPMI-
1640 foi adicionado contendo BBU e BBI, diluidas em DMSO, nas segintes concentragdes:
50, 24, 12,5, 6,25, 3,12 pug/mL nos grupos experimentais, Schneider com 0,2 % de DMSO no
grupo controle e anfotericina B em concentra¢des adequadas. Este foi incubado por 72 horas,
no final do qual, as laminulas foram removidas, fixadas em metanol e corados com Giemsa.
Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada concentracéo. Para
cada laminula, 100 células foram avaliadas, e 0 nimero de macréfagos infectados e o nimero
de parasitas por macrofagos contados (Figura 15). Os resultados, apresentados como indice de
associacdo (IA) foram obtidos multiplicando a porcentagem de macrdfagos infectados pela
média do nimero de amastigostas por macrofagos (ROSA et al., 2003).
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Figura 15: Placa de 24 pocos e cultivo de macrofagos in vitro Visualizacdo dos macrofagos
infectados em microscopia 6ptica. LUSTOSA, A.K.M.F, 2011.

7 , [

Fonte: Arquivo pessoal, LUSTOSA, A.K.M.F.
Andlise Estatistica dos Resultados

A anélise estatistica dos resultados obtidos, em triplicata, foi realizada utilizando-se
programa grafico Prisma 5.0 e os valores foram expressos como média + erro padrdo da
média. Para concentracdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
One way seguido pelo teste de Benferroni. A andlide de significancia foi considerada quando
0p<0,05.

3.2.4.3. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
Animais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas (Ratus norvegicus), pesando entre 180-220
g provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas de Plantas Medicinais (NPPM) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos em gaiolas a uma
temperatura controlada (24 + 1 °C), com ciclo claro/escuro de 12 h, tendo livre acesso a agua
e racdo (Purina, Brasil). Foram aclimatizados ao ambiente de teste por 2 h antes de cada
experimentacdo. Apos 0s procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados com
sobredose de tiopental sédico (100 mg/kg, i.p.). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA/UFPI) sob niimero 076/2010.

Avaliagéo da atividade anti-inflamatdria das manteigas de BBU e BBI por via oral em

modelo de edema de pata induzido por carregenina
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Drogas

Para todos 0s experimentos, 0s seguintes agentes foram utilizados: BBU —
manteiga de bacuri da UFPI; BBI- manteiga da semente de bacuri industrializda (Amazon Oil,
Brasil), carragenina (Sigma, EUA), indometacina, Tween80® (Sigma, EUA) e Suspen-Plus®
(Embrafarma, Brasil). As manteigas de bacuri foram dissolvidas em Suspen-Plus® 65,0% em
agua destilada. Indometacina foi dissolvida em bicarbonato de sodio 5,0% em solucédo salina

0,9%. A carragenina foi dissolvida em Tween 80 1,0% em agua destilada.

Edema de pata induzido por carragenina

O potencial anti-inflamatério das manteigas de bacuri foi avaliado através do
modelo experimental do edema de pata induzido por carragenina em ratos (1,0%; 0,1 ml/pata,
I.pl.), de acordo com WINTER et al (1960). Os animais foram divididos em 4 grupos de 7
animais cada e pré-tratados com veiculo, indometacina (5 mg/kg), BBU e BBI (50, 100, 200
ou 400 mg/kg), respectivamente. O edema foi medido a cada 1 hora, durante seis horas. A
diferenca do volume da pata no tempo final (\Vf) e tempo zero (Vi) foi determinada para cada

animal com o uso de paquimetro digital .

Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria das formulacbes FBBU e FBBI por via

topica em modelo de edema de pata induzido por carregenina

Drogas

Para todos os experimentos, os seguintes agentes foram utilizados: FBBU -
formulacdo contendo manteiga de bacuri da UFPI; FBBI- formulagdo contendo manteiga de
bacuri industrializada, carragenina (Sigma, EUA), acetato de dexametasona 0,1% creme
(EMS, Brasil).

Edema de pata induzido por carragenina

O potencial anti-inflamatério das formulacdes FBBU e FBBI foi avaliado através
do modelo experimental do edema de pata induzido por carragenina em ratos (1,0%; 0,1
ml/pata, i.pl.), de acordo com WINTER et al (1960) e modificado por CALVO et al (2006).
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Os animais foram divididos em 4 grupos de 7 animais cada, e 0 pré-tratamento foi realizado
com a aplicacdo topica de 0,3 g de creme base, acetato de dexametasona 0,1% creme, FBBU
ou FBBI 5,0% creme na superficie plantar da pata traseira direita do animal, seguida de leve
friccdo com o dedo indicador por cerca de 50 vezes. Este procedimento foi realizado 1 h antes
da inducéo da resposta edematogénica. O edema foi medido a cada 1 hora, durante seis horas.
A diferenca do volume da pata no tempo final (\Vf) e tempo zero (Vi) foi determinada para

cada animal com o uso de paquimetro digital.

Analise Estatistica dos Resultados

A analise estatistica dos resultados obtidos, em triplicata, foi realizada utilizando-se
programa grafico Prisma 5.0 e os valores foram expressos como média + erro padrdo da
média. Para concentragdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
One way seguido pelo teste de Benferroni. A andlide de significancia foi considerada quando
0 p<0,05.
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4 1 — Caracterizagdo quimica das manteigas de P. insignis

4.1.1 — Anélise por Cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR-EM)

A técnica de CGAR/EM tém sido bastante utilizada para identificar e monitorar a presenca
de constituintes quimicos de extratos brutos (BRANCO, PIZZOLATTI, 2002; PATITUCCI et al.,
1995; ALVES et al., 2002). Nesse caso, 0s extratos brutos precisam ser separados de resinas,
pigmentos e compostos polares, ndo volatilizaveis por meio de extracdo em fase sélida (SPE) ou
fracionamento prévio para clean up de extratos brutos, seguido da adi¢cdo de reagente de metilacdo
como diazometano (CH;N,) para esterificacdo de &cidos livres.

O procedimento de clean up das amostras foi realizado como no procedimento descrito na
parte experimental, pagina 52, nas duas amostras de banha- manteigas de bacuri: banha-manteiga de
bacuri industrial (BBI) e banha- manteiga UFPI (BBU). O resultado da pré-separacdo das amostras
de manteiga de bacuri estd apresentado na Figura 16. Particularmente, a amostra de manteiga de
bacuri industrial (BBI) na dissolucdo do extrato bruto com AcOEt, anteriormente a aplicacdo na
SPE de silica, formou um precipitado branco amorfo (25,0 mg) correspondendo a 12,5% do extrato
bruto, identificado na literatura como tripalmitina, esse constituinte foi encontrado na semente do
fruto do bacuri (BENTES et al., 1986/1987). A tripalmitina e a trioleina foram também obtidas do
extrato hexanico (BBU), e foram separadas quando este extrato foi refrigerado, por isso ndo formou
mais precipitado com a adi¢do de acetato de etila.

As fracdes acetato de etila das manteigas de bacuri resultantes do clean up foram obtidas
com o0s seguintes rendimentos: Fracdo acetato de etila do extrato bruto de manteiga de bacuri
industrial (Fr AcOEt BBI) e Fracdo acetato de etila do extrato bruto de manteiga UFPI (Fr AcOEt
BBI), 190,0 mg (165,0 mg + 25,0 mg (Fracdo clean up + ppt) e 149,0 mg, respectivamente. Como
mostra a Figura 16, a fracGes acetatos de etila apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
diferentes. A fracdo AcOEt BBI foi caracterizada como um 6leo viscoso enquanto a fragdo AcOEt
BBU uma mistura do 6leo impregnado nas paredes do frasco coletor e uma quantidade significativa

de um sélido branco amorfo.
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Figura 16. FragOes acetato de etila do extrato bruto de manteiga de bacuri UFPI (BBU) e extrato
bruto de manteiga de bacuri industrializada (BBI)

Dissolugdo do extratobruto
em AcOEt

IBBI I

Fr AcOEt BBU FrAcOEt BEI

As fracdes acetato de etila foram dissolvidas a concentracdo de 5 mg/mL. Os perfis
cromatograficos dos extratos brutos das manteigas de bacuri (P. insignis) industrial e da UFPI
foram obtidos por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas
(CGAR/EM), na Figura 17, esta apresentado os perfis no modo overlaid (sopreposicdo). No
overlaid mode os cromatogramas de ions totais sdo sobrepostos e suas intensidades relativas séo
mantidas sem correcdo de escala, ou seja, € possivel verificar a concentracdo relativa dos
constituintes quimicos na fracdo acetato de etila, em relacdo a teor (maior ou menor teor). Como
observado na Figura 17, a Fr AcOEt BBU apresenta menor intensidade relativa em relacdo a Fr
AcOEt BBI. A Fr AcOEt BBI (manteiga de bacuri industrial) € mais rica em constituintes quimicos

como observado na Figura 18b.
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Figura 17. Cromatograma de ions totais (TIC Scan) das frages acetato de etila de bacuri. Fragdo
acetato de etila do extrato bruto de manteiga de bacuri industrial (Fr AcOEt BBI). Fracdo acetato de

etila do extrato bruto de manteiga laboratério (Fr AcOEt BBU).

+TIC SsanFr AcOEr BEI
+ TIC Soan Fr AcOE: | BBU

Intansidada rekativa

I N .

214016 13 D I o I OE I X M X 35 40 42 H 45 48 50 52 S4 5 52 60 62 G4 65 62 O W T4 76 TS

O cromatograma de ions totais (TIC Scan) da amostra Fr AcOEt BBU apresentou uma
complexa mistura ndo resolvida (UCM - unresolved complex misture), entre 48-60 minutos
aproximadamente, relativa a eluicdo de triacilglicerois, a FR AcOEt BBI apresenta elevado
contetido de triacilglicerois. A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada pela aquisicao
dos espectros de massas pela fragmentacdo caracteristica e comparagdo com biblioteca
computacional (NIST 2.0). Na Figura 18A e 18B estdo apresentados os cromatogramas de ions

totais das amostras estudadas com a identificacdo dos principais constituintes quimicos.
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Figura 18A. Cromatograma de ions totais da fracdo acetato de etila do extrato bruto de manteiga de
bacuri da UFPI (Fr AcOEt BBU). 1 — &cido palmitoléico C16:1 cis 9, 2 — &cido palmitico C16:0, 3 -
acido linolénico C18:3 cis/cis/cis 9,12,15, 4 — &cido linoléico C18:2 cis/cis 9,12, 5 — &cido oléico
C18:1 cis 9 6 — &cido estearico C18:0, 7 — monopalmitato de glicerila, 8 — &cido terpénico — néo
identificado, 9 — &cido beénico C22:0, 10 — &cido terpénico — ndo identificado, 11 — monooleanato
de glicerila, 12 — &cido erucico C22:1 cis 9, 13 — &cido lignocérico C24:0, 14 — derivado de
isoprendide, 15 — esqualeno, 16 epoxiesqualeno, 17 — ester etilico do acido 8-(2,5-dimetoxifenil)-6-
metil-2-(4-metilpent-3-enil)octa-2,6-diendico, 18 — ytocoferol, 19 — tocoferol, 20 — campesterol, 21

— estigmasterol, 22 — g-sitosterol, 23 — lanosterol, 24 — margarato de colesterol, 25 — triacilglicerais.
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Figura 18B. Cromatograma de ions totais da fracdo acetato de etila do extrato bruto de manteiga de
bacuri industrial (Fr AcOEt BBI). 1 — &cido palmitoléico C16:1 cis 9, 2 — &cido palmitico C16:0, 3 —
acido linolénico C18:3 cis/cis/cis 9,12,15, 4 — &cido linoléico C18:2 cis/cis 9,12, 5 — &cido oléico
C18:1 cis 9 6 — &cido estearico C18:0, 7 — monopalmitato de glicerila, 8 — &cido terpénico — néo
identificado, 9 — &cido beénico C22:0, 10 — &cido terpénico — ndo identificado, 11 — monooleanato
de glicerila, 12 — &cido erucico C22:1 cis 9, 13 — &cido lignocérico C24:0, 14 — derivado de
isoprendide, 15 — esqualeno, 16 epoxiesqualeno, 17 — ester etilico do acido 8-(2,5-dimetoxifenil)-6-
metil-2-(4-metilpent-3-enil)octa-2,6-diendico, 18 — ytocoferol, 19 — tocoferol, 20 — campesterol, 21
— estigmasterol, 22 — g-sitosterol, 23 — lanosterol, 24 — margarato de colesterol 25 — triacilgliceradis,
26 — acido E-labda-8(20),13-dien-15,19-didico (acido diterpénico), 27 — derivado de ionona, 28 —
derivado &cido diterpénico — ndo identificado, 29 — derivado de é&cido diterpénico — ndo
identificado, 30 — derivado terpénico — ndo identificado, 31 — derivado terpénico — ndo identificado,
32 — derivado terpénico — n&o identificado, 33 — derivado terpénico — ndo identificado, 34 —

estigmastenona.
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Os constituintes quimicos que ndo foram identificados foram na sua maioria,
correlacionados a espectros de massas de isoprendides, especialmente acidos diterpénicos. No total
foram assinalados 34 constituintes quimicos nos cromatogramas de ions totais, sendo 23
constituintes quimicos comuns a duas manteigas de bacuri.

As duas manteigas apresentam composi¢do rica em acidos graxos, destacando o acido oléico
C18:1 cis 9 (pico 5), além de consideravel contetdo de tocoferol (pico 19), no entanto, a manteiga
de bacuri industrial, além de ndo ter sido retirada a tripalmitina, apresentou maior quantidade de
constituintes terpénicos em relacdo a manteiga de bacuri extraida no laboratorio da UFPI, dentre os
quais destaca-se o constituinte 26 — acido E-labda-8(20),13-dien-15,19-didico (acido diterpénico),
uma vez que diterpenos com esqueleto labdano apresentam atividade farmacol6gica comprovada
destacando-se a atividade anti-inflamatéria (MELO, 2001).

A analise por CG/EM do material soltvel das cascas do fruto do bacuri extraido por fluido
supercritico identificou a presenca de constituintes volateis como: hidrocarbonetos, alcodis
monoterpénicos e seus oxidos: linalol, « -terpineol, dentre outros, &cidos graxos, ésteres e eugenol
(MONTEIRO et al., 1997). Os monoterpendides, a-terpineol, linaol dentre outros e os esterdides,
estigmasterol e sitosterol foi encontrada na fracdo hexénica da casca do bacuri (SOUSA et al.,
2009). A composicdo de constituintes volateis e compostos glicosilados, principalmente
monoterpenos glicosilados da polpa de bacuri foi investigada por Boulanger e colaboradores
(1999). Recentemente, a litertura relata a presenca de derivados de floroglucindis da semente de P.
insignis com propriedades antioxidantes (COSTA JUNIOR et al., 2011b).

4.1.2 — Doseamento de Garcinielliptona FC (GFC)

O teor de GFC foi determinado nas manteigas de bacuri BBU e BBI utilizando a curva
analitica da GFC (substancia de referéncia) e a equacdo da reta. O método utilizado determinou que
a concentracdo de GFC na banha-manteiga de bacuri BBU foi de 5,95% e na banha-manteiga de
bacuri industrializada BBI a concentracédo de GFC de 4,86%.

A metodologia mostrou-se eficiente na determinagéo da concentragdo nas amostras.
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4.2 — Obtencao tecnoldgica e avaliacao da estabilidade preliminar e acelerada de ...
formulacbes emulsionadas de FBBI e FBBU

4.2.1 — Obtencéao tecnoldgica de formulagdes semi-solidas

A selecdo do veiculo da formulagcdo tem um papel de primordial importancia na
manutencdo das caracteristicas organolépticas, na estabilidade, na liberacdo da substancia ativa e
disponibilidade no local de aplicacdo (SATO et al 2007). Para que um farmaco alcance o seu sitio
de acdo algumas propriedades precisam ser avaliadas: a interacdo entre farmaco/pele e a interacdo
entre o veiculo/pele. A finalidade da aplicacdo de uma formulagéo, se uma agdo local com formacao
de barreira ou uma acédo sistémica com penetracdo do farmaco deve ser estudada criteriosamente.
No primeiro caso, a interacdo farmaco/pele tem uma importancia significativa acontecendo na
fabricacdo dos protetores solares e hormonios. Quando o0 objetivo é a penetracdo deste farmaco na
pele é fundamental levar em conta a interacdao veiculo/pele, visto que o veiculo pode modificar o
estado de permeabilidade da pele permitindo a penetracdo do ativo em quantidade e velocidade
adequadas ao tratamento que esta sendo executado (AULTON, 2005; ANTONIO, 2007).

Caracteristicas organolépticas

Segundo Brasil (2008), a analise das caracteristicas organolépticas sdo procedimentos
utilizados para avaliar o produto e fornecer parametros que permitam analisar, de imediato, o estado
da amostra em estudo com o objetivo de verificar alteracbes como mudanca de coloracdo, odor,
separacao de fases, precipitacao.

As formulacdes deste estudo foram produzidas em escala de bancada e os lotes mostraram-
se reprodutiveis. Na triagem inicial, as formulacGes emulsionadas de PLO nao apresentaram indicio
de instabilidade e a manteiga de bacuri foi compativel com o veiculo utilizado em FBBI e FBBU,
conforme descrito na Tabela 02. As formulagdes apresentaram aspecto brilhoso e cremoso,
coloracdo amarelada, odor caracteristico e permaneceram desta forma ap6s a realizacdo deste

ensaio.
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Tabela 02: Tabela comparativa entre o placebo, formula¢Ges contendo manteiga de bacuri da UFPI (FBBU) e Formulagéo
contendo manteiga de bacuri industrializada (FBBI) nos tempos To (inicial) e Tc (ciclo)

PARAMETRO

COR

ODOR
HOMOGENEIDADE
BRILHO

pH
ESPALHABILIDADE
(mm?)
VISCOSIDADE
APARENTE (Pa.s)

FORMULACOES
PLACEBO FBBU FBBI
To Tc To Tc To Tc
AM AM AM AM AM AM
C C C C C C
C C C C C C
C C C C C C
5,36 + 0,04 5,56 + 0,03 5,26 + 0,10 5,38 + 0,02 5,36 + 0,04 5,28 + 0,04
1586,66 + 46,18 1500 + 171,87 | 1613,33+23,09 2333,66 + 153,23 |1736,33 +63,72 2521,66 + 134,75

19,40 + 0,00

19,40 + 0,04

19,40 + 0,02

10,85+ 1,63

19,41 +0,05

10,30 + 0,09

Legenda: AM : Amarelo; C: conforme; ; To: tempo inicial; Tc: Tempo final ciclo; FBBU: Formulagdo contendo manteiga de bacuri da UFPI;

FBBI: Formulacdo contendo manteiga de bacuri Industrializada. p < 0,05. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.
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Resisténcia a Centrifugacdo

A forca da gravidade atua sobre os produtos fazendo com que as particulas se movam
no seu interior. A centrifugacdo promove estresse na amostra, simulando aumento na forca da
gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de sedimento compacto e
coalescéncia (BRASIL, 2005). As amostras devem ser submetidas a centrifugacdo, durante 30
minutos, a uma velocidade de 3.000 rpm com trés leituras para cada amostra. A ocorréncia de
instabilidade ¢é indicativa da necessidade de reformulacdo. As formulagbes que se
apresentarem estaveis a este teste, podem ser submetidas ao Teste de Estabilidade Preliminar
(ISAAC et al, 2008)

As formulagdes foram submetidas & centrifugacdo possibilitando, desta forma,
observar possivel instabilidade entre a mistura das manteigas de bacuri e o organogel PLO,
bem como parametros iniciais e finais de comportamento. Como é observado na Tabela 02, as
formulacBes se mantiveram estaveis a centrifugacdo sem qualquer indicio de instabilidade de

natureza fisica ou quimica.

Estabilidade preliminar e Estabilidade acelerada

Para realizagdo dos testes de estabilidade preliminar utilizamos o Guia de estabilidade
de produtos cosméticos da Anvisa de 2004, considerando que a resolu¢do RE n° 01, de 29 de
julho de 2005 que trata de estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos ndo abrange os
estudos de estabilidade preliminar.

O estudo de estabilidade preliminar auxilia na escolha das formulagdes por ser um
teste realizado na fase inicial do desenvolvimento do produto e ter duracdo reduzida. Emprega
condicdes extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reacdes entre seus
componentes sugerindo reformulagdo, portanto, é de fundamental importancia no
desenvolvimento de qualquer formulacdo. Ja o estudo de estabilidade acelerado tem como
objetivo prever o tempo de vida util e compatibilidade da formulagdo com o material de
acondicionamento (BRASIL, 2004).

Para realizacgdo da estabilidade acelerada as amostras foram acondicionadas em frascos
de vidro neutro, transparente com tampa, com boa vedacao, preenchidos ate dois tergos da sua
capacidade (head space). As amostras foram submetidas ao aquecimento em estufa, exposi¢éo

a radiacdo luminosa e temperatura ambiente sem a presenca de luminosidade direta.
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Caracteristicas organolépticas

As formulagbes foram submetidas a estudos de estabilidade preliminar e acelerada e
durante estes ensaios, as caracteristicas organolépticas foram avaliadas. A Tabela 03 identifica
que ndo houve grandes mudangas em relacdo as caracteristicas organolépticas como cor

amarelada, brilho, aspecto cremoso e odor.

pH

Variagdes grandes de pH sdo um indicativo de instabilidade da formulacao
considerando que ele é um parametro quimico e pode indicar falta de estabilidade entre 0s
ingredientes das formulagdes, comprometimento da eficacia e seguranca do produto
(BRASIL, 2004).

A pele humana ¢ susceptivel & variacdo de pH sendo de extrema importancia a sua
determinacdo em formulacBes cosméticas ou dermatoldgicas visto que alteracbes na
composicdo destas formulages pode desencadear processos alérgicos ou inflamatérios
podendo provocar descamacdo, vermelhiddo, inchaco, perda da elasticidade, ressecamento,
dentre outros. O pH da pele apresenta-se levemente acido podendo variar entre 4,6 a 5,8
(LEONARDI et al, 2002; GONCALVES,et al, 2009). Apesar da manteiga de bacuri da UFPI
(BBU) apresentar um grande conteldo graxoso ndo houve interferéncia, visto que o pH das
formulacGes foi compativel com a pele humana e permaneceu inalterado apds o ciclo como

mostra a Tabela 03, p.82.
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Tabela 03: Tabela comparativa entre o placebo, formula¢Ges contendo manteiga de bacuri da UFPI (FBBU) e Formulagéo

82

contendo manteiga de

bacuri industrializada (FBBI) nos tempos To (inicial) e T60 nas seguintes situacdes de estresse: estufa, sem presenca de luz direta e com a presenca

de luz direta
FORMULACOES
PARAMETRO PLACEBO TO PLACEBO FBBU FBBI
To To BBU To BBI THOE THOSL THOL THOE TBOSL TEOL THOE TEOSL THOL

COR AM AM AM AM Al AM AM A AM AM AM AM
ODOR C C C C C C C C C C C C
HOMOGENEIDADE C c C C c C C c C C C c
BRILHO C C C C C C C C C C C C
pH 536+0,04 5262010 536+004|5032004 509:004 5012004 [492:004 498+004 485:004 |[494+004 498:002 500:002
ESPALHABILIDADE Ei (mm2)| 158666 1613,33 1736,33 1474,33 1496, 66 1497 2280,33 241866 2289,33 | 231766 2432,66 2377,33

+ 45,18 £ 23,00 £ 63,72 + 70,93 £ 20,20 + 30,86 + 177,00 + 87,00 +432 50 +8723 125,40 + 106,18
VISCOSIDADE APARENTE 19,4 19,4 19,39 19,39 19,42 19,39 19,49 19,44 19,35 19,39 19,58 19,54
iPa.s) +0,00 £0,02 +0,05 £0,02 +0,03 £0,04 + 0,08 +0,03 £0,01 +0,01 +0,15 +0,02

Legenda: AM : Amarelo; C: conforme; To: tempo inicial; E: estufa; L: presenca de luz; SL: auséncia de luz; FBBU: Formulagdo contendo manteiga

de bacuri da UFPI; FBBI: Formulagio contendo manteiga de bacuri industrializada. p < 0,05. ANOVA One-way seguido do teste de

Tukey.
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Espalhabilidade

A espalhabilidade em conjunto com a viscosidade serve para avaliar alteragdes nas
caracteristicas reoldgicas da formulacdo durante o estudo. Em especial, nas formas farmacéuticas
semissoélida, este parametro é importante para acompanhar as modificagdes na capacidade que a
formulacdo tem de se espalhar ou abranger determinada area, o que pode facilitar ou dificultar a sua
aplicacdo (BUGNOTTO et al, 2006)

O PLO e um organogel que apresenta como caracteristica a termorreversibilidade. Quando
sdo aquecidos acima de uma temperatura critica perde a sua estrutura tornando-se mais fluido. Este
comportamento vem sendo atribuido a perda de interacdo entre as moléculas do gel que ao ser
arrefecido a tem suas interacOes refeitas devolvendo a consisténcia original (MURDAN, 2005).
Segundo a Tabela 02, no tempo 0 (To) ndo houve diferenca significativa entre o placebo e as
formulagbes FBBU e FBBI, visto que ndo foram submetidas a algum tipo de stress. No entanto, ao
comparar To ao Tc tanto da FBBU quanto na FBBI sdo evidenciadas modifica¢Oes, indicando
aumento da espalhabilidade que pode ser devido as caracteristicas do creme. Ao comparar To
ao Tc, a representacdo grafica da espalhabilidade, da base e suas réplicas, em funcdo da massa
aplicada (Figura 19) revelou comportamentos diferenciado para as formulacbes FBBU e FBBI,
dando fortes indicios que as formulacdes sofreram alteracdo na sua estrutura.

A Figura 19 apresenta gréfico comparativo entre o To e o Tc que representa a
espalhabilidade e mostra comportamento semelhante a todos os placebos. Nas formulacGes FBBI e
FBBU houve alteracdo em relacdo ao grau de espalhabilidade, que pode ter acontecido pela perda
de agua ou pela temperatura a que foi submetida formulacdo (FRIEDRICH et al 2007).

A Figura 20 apresenta o grafico comparativo da espalhabilidade em fungédo do peso da placa
nas diferentes situacdes de estresse, entre o placebo, as formulacdes FBBU e FBBI nos tempos TO
e 0 T60 ao controle. Representa a espalhabilidade e mostra comportamento semelhante a todos os
placebos sugerindo que se trata de uma formulacdo estavel. Nas formulacdes FBBI e FBBU houve
alteracdo em relacéo ao grau de espalhabilidade, que pode ter acontecido pela perda de agua ou pela
temperatura a que foi submetida formulagédo (FRIEDRICH et al 2007)
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Figura 19: Grafico comparativo da espalhabilidade em do peso da placa nas diferentes situacGes de

estresse, entre o placebo, as formula¢ées FBBU e FBBI nos tempos TO e o TC ao controle.
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Figura 20: Grafico comparativo da espalhabilidade em do peso da placa nas diferentes situacGes de

estresse, entre o placebo, as formulacées FBBU e FBBI nos tempos TO e T60.
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Viscosidade aparente

Viscosidade € a resisténcia que o produto oferece a deformacao ou ao fluxo. A viscosidade
depende das caracteristicas fisico-quimicas e das condices de temperatura do material. Pode ser
determinada por viscosimetro rotativo que consiste, basicamente, na medicdo do requerido para
rodar um fuso imerso em um fluido (BRASIL, 2008).

A reologia da emulsdo é uma manifestacdo direta da interacdo das forcas que ocorrem no
sistema. As instabilidades provenientes da variacdo no tamanho e no nimero de particulas e na
orientacdo ou migracdo do emulsionante durante um periodo de tempo podem ser detectadas por
meio de alteragGes na viscosidade aparente do produto (LOGARAJ et al., 2008; MOSTEFA et al.,
2006). A avaliacdo do comportamento reologico em funcdo da temperatura € fundamental para
obter informac6es da estabilidade fisica e consisténcia do produto.

As Figuras 21 e 22 mostram que as amostras em estudo, nos tempos To e T60, apresentam
comportamento tipico de fluidos ndo — newtonianos possivelmente pseudoplésticos, visto que a
viscosidade diminuiu com o aumento da tensdo de cisalhamento aplicada e ndo existe relacdo linear
entre 0 aumento do cisalhamento e a forca aplicada sobre o fluido. A diminuicdo da viscosidade
juntamente com o comportamento pseudoplastico observado nos ensaios mostraram que as
formulag6es tendem a possuir uma facilidade maior na sua espalhabilidade sobre a pele, ou seja, ao
ser aplicada ela consegue se espalhar com facilidade, devido a reducdo da viscosidade ao se aplicar
uma certa forca, e a0 mesmo tempo possui a propriedade de permanecer no local da aplicacdo sem
escorrer.(CARVALHO et al., 2010; SIDDIG et al., 2006)

Na Figura 21, foi possivel observar que, todas as amostras analisadas em To apresentaram
comportamento semelhante. O placebo relativo ao Tc comportou-se da mesma forma que todas as
formulagbes no To. No entanto, as formulacdes que contem BBU e BBI tiveram alteracGes
sugerindo que BBU e BBI influenciam de sobremaneira na composicdo do creme. A Tabela 02
corrobora com esta afirmativa ao comparar-se o valor relativo da viscosidade, observando uma
diminuigdo na viscosidade.

De acordo com a Figura 22, todas as amostras, nas situagdes analisadas, apresentaram
comportamento semelhante, tanto em To como em T60, ou seja, comparando-se ao placebo, as
formulagbes com BBU e BBI apresentaram-se estaveis no que diz respeito a viscosidade que néo
foi alterada mesmo ap6s 60 dias e presenca da luz, ou seja, as amostras mantiveram seu

comportamento, com fortes indicios de ter comportamento pseudoplastico.
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Figura 21. Grafico comparativo da viscosidade das diferentes situacdes de estresse, entre o placebo,

as formulacdes FBBU e FBBI nos tempos TO e o TC ao controle.
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Figura 22. Grafico comparativo da viscosidade das diferentes situacdes de estresse, entre o placebo,

as formulacdes FBBU e FBBI nos tempos TO e T60 ao controle.
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Este tipo de comportamento é desejado em formulagdes farmacéuticas. E necessario ter uma
viscosidade aparente elevada a baixas tensdes de cisalhamento para impedir a mobilidade da fase
dispersa, sendo importante que apresentem fluxo livre quando agitados, apresentando baixa
viscosidade frente a altas tensdes de cisalhamento, sendo essas alteracfes reversiveis apos certo

tempo de repouso, retardando a coalescéncia ou a cremeagdo (AULTON, 2005).
Microscopia

A estabilidade macroscépica ndo implica numa perfeita formacéo e distribui¢do no tamanho
das goticulas da fase interna de uma emulsdo. As formulacGes podem apresentar a nivel
microscopico alteracbes e irregularidades que ao longo da sua fabricacdo podem causar
desestabilizacdo da preparacdo. As caracteristicas organolépticas podem ser apreciadas, com mais
rigor, a0 microscopio, permitindo a determinacdo do tamanho das particulas dispersas. A analise
microscopica das formulacdes nos diferentes tempos TO, TC, T15, T30 e T60 é um importante
aliado na determinacdo da estabilidade das mesmas, logo um método preciso para a determinacéao
da estabilidade € avaliar o tamanho dos glébulos em funcdo do tempo (PRISTA, 1995).

As Figuras de 23 a 26 indicam que ao comparar e analisar microscopicamente as
formulacBes no To e no T60, o didmetro das particulas no final do T60 apresentam um aumento no
didmetro dos glébulos, mas que provavelmente ndo aconteceram com tanta intensidade, para
ocorrer separacdo. Isso ndo compromete a qualidade das formulaces, pois essa variacdo no
tamanho e freqliéncia ndo foi significativa e ndo corresponde a instabilidade, visto que as particulas
dispersas ndo se tornaram tdo grandes a ponto de separar-se como liquido livre.

As formulagdes podem ser classificadas como sistemas microemulsionados pelo tamanho

médio de goticulas, visto que estdo na ordem micromeétrica.

Figura 23: Microfotografia da formulagdo de PLO contendo BBI no TO na lente com ocular

micrométrica com aumento de 100x.
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Figura 24: Microfotografia da formulagéo de PLO contendo BBU no TO na lente com ocular

micrométrica com aumento de 100x.

Figura 25: Microfotografia da formulagdo de PLO contendo BBI no T60 na presenca de luz na lente

com ocular micrométrica com aumento de 100x.

Figura 26: Microfotografia da formulagdo de PLO contendo BBU no T60 na presenga de luz na

lente com ocular micrométrica com aumento de 100x.
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4.3. — Avaliacao Farmacoldgica das manteigas de Platonia insignis (BBU e BBI) e formulacdes
(FBBU e FBBI)

4.3.1 — Determinacao da Toxicidade manteigas de P. insignis Mart

Atividade citotoxica em (MTT)

Os ensaios de citotoxicidade in vitro para macréfagos sao usuais na pesquisa por
principios ativos eficientes no tratamento das leishmanioses. Um dos métodos utiliza o composto
conhecido como MTT que tem cor amarela e é solGvel em agua. O MTT entra nas células pela
membrana plasmaética e, em contato com o superéxido produzido pela atividade mitocondrial, é
oxidado a MTT-formazan, sal de cor arroxeada e insoltvel em agua. Assim, a oxidacdo de MTT é
proporcional a atividade mitocondrial e, portanto, a viabilidade celular (LOOSDRECHT et al.,
1991).

Os valores para a concentracdo citotoxica média (CCsp) das manteigas de bacuri estdo
dispostos na Tabela 04. Observa-se que ndo foi observada diferenca significativa entre BBU e BBI.
Observa-se que as manteigas BBU e BBI possuem um certo grau de toxicidade
considerando que sdo capazes de reduzir 50% da viabilidade de macréfagos com 77 pg/mL e 89,86
pg/mL, respectivamente.

Tabela 04 — Atividade citotoxica em MTT das amostras de BBl e BBU

Substancia CCso(ug/mL) 48 horas  Intervalo de Confianca 95%
BBI 77 62,8 —94,8
BBU 89,86 69,9-117,4

Avaliagéo da toxicidade aguda em ratos

Na avaliacdo toxicoldgica, ndo foram observados morte ou alteracdo nos parametros
clinicos e comportamentais avaliados diariamente durante 14 dias (Tabela 06). Em relacdo aos
pesos, ndo se observou diferenga significativa entre os grupos utilizando veiculo, BBU e BBI
(Figura 27). Ao contrario, apresentaram significativo aumento de peso no 14.° dia em relacdo ao 1.°
dia de tratamento (32,0 £ 8,6 g, 45,2+ 1,6 g e 43,6 + 2,2 g, respectivamente).



90

Resultados e Discussdo

Figura 27 — Grafico das curvas de ganho de peso apds tratamento agudo com veiculo, BBU e BBI

(2,0 g/kg, v.0.) em ratos. Os valores sdo expressos como média £ e.p.m (n = 5).
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Apds a necropsia, ndo foram observadas alteracbes macroscopicas nos Orgaos internos

avaliados, assim como em seus pesos relativos, em relacdo ao grupo controle (Tabelas 05) ndo

havendo nenhum parametro significativo. Da mesma forma, em nenhum dos estdmagos avaliados

observou-se a presenca de Ulceras gastricas.

A avaliacdo dos parametros bioquimicos ndo apresentou diferenca entre 0Ss grupos

analisados (Tabela 07), indicando conformidade com os parametros relatados na literatura

(SANTOS et al., 2010). Adicionalmente, observou-se aumento nos niveis de GSH, mas nédo de

catalase, nos tecidos hepaticos do grupo tratado com BBI (Figura 28 e 29).

Tabela 05 - Peso relativo dos 6rgaos ap6s 14 dias do tratamento agudo com veiculo, BBU ou BBI

(2,0 g/kg, v.0.).

Orgaos Veiculo BBU BBI

Pulmdes 0,652 £ 0,063 0,502 £ 0,007 0,501 £ 0,021
Coracao 0,336 + 0,007 0,350 £ 0,012 0,431 £ 0,100
Estdbmago 0,701 £ 0,037 0,800 + 0,106 0,740 £ 0,042
Figado 3,745 £ 0,304 4,428 £ 0,111 3,875 +£0,192
Cérebro 0,814 £ 0,030 0,845 £ 0,019 0,821 £ 0,035
Rim Direito 0,363 +£ 0,010 0,392 + 0,011 0,359 + 0,011
Rim Esquerdo 0,349 £ 0,010 0,346 + 0,009 0,344 + 0,007
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Tabela 06 — Principais sinais clinicos e comportamentais de toxicidade avaliados apds tratamento
agudo com veiculo, BBU e BBI (2,0 g/kg, v.0.) em ratos.

Veiculo EBU EEI
SINATS 1°dia T dia lft: 1= 7.0 14" 1- 7.0 147
dia dia dia dia dia dia dia

Hiperatividads [1] [1] [1] [V [1] [V [1] 1] 1]
Agrazsividads L] L] L] o L] o L] 1] 0
Ciompulzso L] L] 0 0 L] 0 L] 1] 0
Tramores o L o L] L L] L1} I 0
Convulzdo LI L] L] L1 L] L1 L] 1] 1]
Piloeregdo L] L] O o L] o L] 1] 0
Prozs palpabral LI L] L O L] O L] 0 0
Sedag o L] L] O o L] o L] 1] 0
Atamia L] L] O O L] O L] I 0
Catatomis L] L] O o L] o L] 1] 0
Fzflemwe cornaal o L o L] L L] L1} I 0
Faflewo suricular LI L] L] L1 L] L1 L] 1] 1]
Grosming L] L] L] o L] o L] 1] 0
Anto-mutlag So LI L] L] L1 L] L1 L] 1] 1]
Wocalizag S0 L] L] O o L] o L] 1] 0
Comtorg ez

bdominsis 0 1] 0 0 L] 0 1] 1] 0
Ed=ma LI L] L O L] O L] 0 0
Hemodrasia L] L] 0 0 L] 0 L] 1] 0
Icernicia L] L] O O L] O L] I 0
Cifoss Losdoss L] L] 0 0 L] 0 L] 1] 0
InconscEncia (1] 0 0 L] 0 L] (1] 1] 1]
Mloqt=s L] L] L] O L] O L] I 0
Drefecagio L] L] O o L] o L] 1] 0
Constipar Sn LI L] L O L] O L] 0 0
Drigmetro da pupila L] L] O o L] o L] 1] 0
Parzziz L] L] L] o L] o L] 1] 0
Lac rimsjameanto L] L] ] L1 L] L1 L] 0 0
Ezpa=mo palpebral L1} L1} O L] L1} L] L1} 0 0
MicgEo L] L] 0 0 L] 0 L] 1] 0
Salivacio L] L] O o L] o L] 1] 0
Clanoss LI L] L O L] O L] 0 0
Drizpreia L] L] O o L] o L] 1] 0
W onito L] L] O O L] O L] I 0

Legenda: (0) Sem alterac6es.
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Figura 28 — Gréfico dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em tecido hepético ap6s 14 dias do
tratamento agudo com veiculo, BBU ou BBI (2,0 g/kg, v.0.). *p<0,05 vs. Veiculo.
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Figura 29 — Grafico dos niveis de catalase em tecido hepatico apds 14 dias do tratamento agudo
com veiculo, BBU ou BBI (2,0 g/kg, v.0.).
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Tabela 07 — Avaliacdo de parametros bioquimicos ap6s 14 dias do tratamento agudo com veiculo,
BBU ou BBI (2,0 g/kg, v.0.). p < 0,05. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.

Parametros Veiculo BBU BBI

Proteinas Totais (mg/dl) 6,96 = 0,103 7,08 £ 0,139 6,40 £ 0,141
Albumina (mg/dl) 4,02 £0,143 4,44 +£0,121 4,16 £ 0,087
Fosfatase Alcalina (U/L) 214,80 + 29,986 158,40 + 15,584 138,20 + 20,301
ALT (U/L) 59,20 £ 4,409 93,80 + 25,605 58,20 + 5,342
AST (U/L) 108,00 + 6,790 110,20 + 4,663 98,40 + 3,696
Bilirrubina Total (mg/dl) 0,10 + 0,000 0,10 £ 0,000 0,10 £ 0,000
Bilirrubina Direta (mg/dl) 0,036 + 0,006 0,046 + 0,002 0,036 + 0,005
Bilirrubina Indireta (mg/dl) 0,064 + 0,006 0,054 + 0,002 0,064 + 0,005
Uréia (mg/dl) 36,80 + 1,241 44,00 + 1,378 43,20 + 2,818
Creatinina (mg/dl) 0,30 £ 0,032 0,30 £ 0,032 0,28 £ 0,037
Acido Urico (mg/dl) 0,68 + 0,049 0,96 + 0,169 1,12 + 0,402
Glicose (mg/dl) 129,60 + 6,408 136,40 + 7,903 164,60 + 10,642
Colesterol (mg/dl) 118,50 + 6,083 103,50 +£ 4,111 105,00 £ 9,006
Triglicerideos (mg/dl) 98,50 * 20,857 68,00 £ 5,060 87,20 + 13,021
Sédio (mmol/l) 142,00 + 1,140 143,60 + 0,872 140,60 £ 0,600
Potassio (mmol/l) 3,74 £0,125 3,56 £ 0,075 3,820,111
Cloreto (mmol/l) 101,60 + 1,364 101,80 £ 0,374 102,40 £ 0,510

4.3.2. — Avaliacéo da atividade leishmanicida

Avaliagéo da Atividade leishmanicida in vivo usando as formulagdes FBBI e FBBU

O desenvolvimento de lesdes causadas pela infeccdo experimental com L.

amazonensis em camundongos BALB/c deu-se conforme descrito na literatura. Inicialmente

verificou-se uma papula de coloragdo avermelhada no sitio de inoculo , na base da calda,

progredindo, no curso de 2 a 3 semanas, para a formacgdo de um nodulo que evolui gradativamente,

culminando com o surgimento de uma Ulcera bem circunscrita e de bordas abauladas

(CARVALHO, 2001)
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O inicio do tratamento dos animais ocorreu aproximadamente 30 dias apos a infeccdo, no
momento do surgimento dos nodulos. Foram feitas duas aplicacfes didrias em cada grupo de
animais usando as formulaces BBI; BBU e o placebo. Foi realizada a medida inicial dos nddulos
mantendo uma média de 6,82 mm.

No inicio da infeccdo houve primeiramente a formagdo de nodulos (Figura 30A) com a
evolucdo do processo formou-se a Ulcera com uma espessa crosta capaz de fechar por completo
toda a abertura da ferida (Figura 30B), dificultando a aplicacdo das formulacdes e favorecendo o
desenvolvimento de processo infeccioso secundario. Quando este quadro se instala, observa-se
facilmente a presenca de material de consisténcia purulenta que flui facilmente, sob leve presséo,
através das bordas da ferida (Figura 30C). Uma vez retirada a crosta da ferida e feita a devida
assepsia, pode-se visualizar com clareza a extensdo de toda a lesao (Figura 30D).

Quando submetidos ao tratamento todos os grupos evoluiram de nodulos para Glceras. As
lesGes ulcerativas ndo regrediram ao ponto de cicatrizar completamente, mas se comparadas as

lesGes do grupo que usou o placebo tiveram uma reducéo significativa como mostra a Figura 31.

Figura 30: A - Formacéo do nédulo; B- Ulcera com crosta capaz de fechar toda a abertura da ferida;

C —Ulcera com material de consisténcia purulenta; D- Extensio total da Glcera ap6s assepsia.




95
Resultados e Discussdo

Figura 31: Grafico da relacdo entre o tamanho das Ulceras e os dias de tratamento das formulagoes
placebo; BBI e BBU.
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Baseado em dados da literatura, em que varios autores relatam suas experiéncias com uso
topico de formulacbes para tratamento da L. amazonensis, verificou-se a importancia e a influéncia
que a escolha da formulagcdo pode representar nos resultados terapéuticos. A permeacdo da
formulagdo e conseqliente permeacdo do principio ativo sdo fundamentais na eficacia do
tratamento.

Como ja descrito anteriormente, é caracteristica clinica da lesdo ulcerada na leishmaniose
cutdnea em camundongos, a formacdo de uma espessa crosta que recobre toda a superficie da
Ulcera, dificultando, dessa forma, ndo somente a aplicacdo da formulagdo tdpica terapéutica, como
também a absorcdo das manteigas BBU e BBI. Dessa forma, a remocdo da crosta e conseqiiente
limpeza da ferida favorece o processo de cura. Procedeu-se a remoc¢do de todas as crostas para
facilitar a absor¢do (CARVALHO, 2001).

Outro parametro observado foi a relacdo entre o ganho de peso dos animais durante os dias
de tratamento. A Figura 32 mostra que houve ganho sugerindo que ndo houve maior

comprometimento das fungdes vitais dos animais.
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Figura 32: Gréfico da relagdo entre o ganho peso dos animais e o dias de tratamento das

formulaces placebo; FBBI e FBBU.
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Avaliacgéo da Atividade leishmanicida in vitro usando as manteigas BBl e BBU

Ensaio de determinacéo do volume lisossomal

O aumento do volume lisossomal em macréfagos foi avaliado pela retencdo de
vermelho neutro dissolvido em DMSO. O vermelho neutro retido no lissosomo foi quantificado
colorimetricamente. Destaca-se que BBI promoveu um significativo incremento na retencdo do
vermelho neutro nas vesiculas de secrecdo de macrofagos nas concentracdes de 50, 25, 12,5, 6,25 e
3,12 pg/mL, enquanto que BBU apresentou efeito significativo apenas nas concentracoes de 50, 25

e 12,5 ng/mL (Figuras 33 e 34).
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Figura 33 — Grafico da retencdo de vermelho neutro em vesiculas de secre¢do de macrdfagos
tratados com BBI (ug/mL). Valores expressos como média das absorbancias/10° células.mL™ +

e.p.m. ANOVA de uma via, seguida de Bonferroni; **p<0,01 e ***p<0,01 vs. controle.
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Figura 34 — Gréafico da retencdo de vermelho neutro em vesiculas de secrecdo de macrofagos
tratados com BBU (pg/mL). Valores expressos como média das absorbancias/10° células.mL™ +

e.p.m. ANOVA de uma via, seguida de Bonferroni; *p<0,05 e **p<0,01 vs. controle.
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Segundo Ghazanfari et al (2006), a ativacdo dos macrdfagos € necessaria para estabelecer o
controle de infeccdo intracelular e a progresséo da infecgédo por leishmania. As plantas, na tentativa
de se adaptarem as agressdes do meio ambiente, produzem um vasto ndmero de substancias com

potencial antimicrobiano e/ou imunomodulador (IELPO et al., 2000). Os resultados do ensaio de
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determinacdo do volume lisossomal mostram que o tratamento dos macr6fagos com BBI ou BBU
promoveu discreto aumento no nimero e/ou volume das vesiculas do compartimento endocitico,

sugerindo 0 aumento no potencial de defesa dessas células.
Ensaio de determinacdo da capacidade fagocitica

Outro parametro de ativacdo de macrofagos avaliado foi a resposta celular frente a um
estimulo externo. A capacidade fagocitica dos macrofagos foi mensurada colorimetricamente.
Observa-se que 0 BBU estimulou a fagocitose das particulas de zimosan nas concentracfes de 25,
12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL, enquanto que BBI apresentou elevacgdes significativas apenas nas

concentragdes de 25, 12,5 e 6,5 pg/mL.

Figura 35 — Fagocitose de particulas de zimosan pelos macréfagos tratados com BBI (ug/mL).
Valores expressos como média das absorbancias/10° células.mL™ + e.p.m. ANOVA de uma via,

seguida de Bonferroni. **p<0,01 e ***p<0,01 vs. controle.
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Figura 36 - Fagocitose de particulas de zimosan pelos macréfagos tratados com BBU (ug/mL).
Valores expressos como média das absorbancias/10° células.mL™ + e.p.m. ANOVA de uma via,

seguida de Bonferroni; *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,01 vs. controle.
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A capacidade fagocitica dos macrdfagos foi estimada pela incorporagdo de particulas de
zimosan corado com vermelho neutro. Zimosan é um polissacarideo preparado a partir da parede
celular de Saccharomyces cerevisiae na forma de pé insoltivel em agua, com particulas de diametro
médio de 3 um. Estudos in vitro tem demonstrado que o zimosan tem a capacidade de estimular
células de defesa a induzir resposta imunolédgica do tipo Thil, inclusive com incremento na
producdo de IFN-y (WEN-CHI et al., 2011) Quando os macréfagos murinos foram estimulados com
particulas de zimosan observou-se que houve um incremento na atividade fagocitaria por todos os
tratamentos. Os resultados mostraram que as manteigas de bacuri induzem a ativacdo dos
macrofagos frente a um agente externo, segundo Schwartz et al (2007). Muitos sistemas
enzimaticos antimicrobiamos séo ativados dentro das vesiculas fagociticas com o intuito de digerir

patdgenos e/ou substancias fagocitadas.
Infeccdo de macrofagos tratados in vitro por Leishmania amazonensis
As Figuras 37 e 38 mostraram o efeito do tratamento de macréfagos com as manteigas

de bacuri realizado 30 minutos antes da infeccdo experimental com formas promastigotas de

Leishmania amazonensis. Os valores obtidos revelam que ocorre reducdo significativa no namero
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de amastigostas por macréfago de forma dependente de concentracdo. O percentual de infeccdo
apresenta reducdo apenas para a BBI na concentracédo de 3,12 pg/mL.

Figura 37 — Efeito do tratamento de macrdfagos infectados com BBI (A) Percentual de infeccdo de
macrofagos e (B) nimero médio de amastigotas por macréfago infectado. Valores expressos como
média £ e.p.m. ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni; *p<0,05; **p<0,01 vs. controle.
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Figura 38 — Efeito do tratamento de macrofagos infectados com BBU (A) Percentual de infeccéo de

macrofagos e (B) nimero médio de amastigotas por macréfago infectado. Valores expressos como

média £ e.p.m. ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni; *p<0,05; ***p<0,001 vs. controle.
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A partir destes resultados, pdde-se calcular a concentracdo inibitoria media (Clsp) das

manteigas de bacuri BBU e BBI. Utilizando-se destes valores juntamente com os valores de CCsy,
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calculou-se o indice de seletividade para avaliar o nivel de seguranca dos mesmos frente a células

mamiferas. Esse indice representa a relacdo entre CCsy e Clso (Tabela 08).

Tabela 08 - Relacéo entre a toxicidade das manteigas de bacuri para os macrofagos murinos (CCsp)

e a toxicidade para o parasito (Clsp) - indice de seletividade.

Manteiga de Indice de Seletividade
. CCso (ug/mL) Clso (Hg/mL)
bacuri
73,26 3,95
BBI 18,55
(60,53 — 88,66) (2,77 - 5,62)
90,03 4,18
BBU 21,54
(70,72 - 114,6) (2,98 —5,88)

As manteigas de bacuri apresentaram valores de CCs aceitaveis, acima dos valores de Clso.
A avaliacdo da atividade antileishmania pode ser feita através da determinacdo do indice de
seletividade, utilizando-se a razéo entre CCsy e Clsg. Quanto maior o valor encontrado, maior a
seguranca do extrato. A literatura recomenda que para formas amastigotas internalizadas em
macrdfagos este indice deve apresentar-se proximo e/ou superior a 20 (vinte) (OSORIO et al., 2007;
NWAKA; HUDSON, 2006). Dessa forma, os resultados mostram que as manteigas de bacuri sao
seguras para macréfagos, apresentando bons indices de seletividade para as formas amastigotas,

demonstrando consideravel atividade leishmanicida.

4.3.3 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria usando as manteigas BBI e BBU e as

formulagdes FBBI e FBBU

A avaliacdo da atividade anti-inflamatdria das manteigas de bacuri demonstrou que o pre-
tratamento topico com a formulacdo BBI 5,0% creme inibiu o desenvolvimento do edema de pata
induzido por carragenina a partir da 1.2 hora, mantendo a resposta constante até o final da 6.2 hora,
em comparagdo com o grupo tratado apenas com o creme base. Ainda nesse modelo, o acetato de
dexametasona 0,1% creme, um medicamento conhecido por sua atividade anti-inflamatoria tdpica,
também reduziu significativamente o volume do edema em todos os tempos estudados, sem
diferenca estatistica em relacdo ao grupo tratado com BBI 5,0% creme.

A carragenina, um polissacarideo sulfatado, € um agente flogistico que desencadeia uma

inflamacdo aguda associada a hiperalgesia que se caracteriza por edema, exacerbada sensibilidade a
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estimulos térmicos e mecéanicos em funcdo de uma acdo sequencial de varios mediadores
(histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT), cininas, prostaglandinas), incluindo o sistema de
complemento (FERREIRA et al., 2004). O edema induzido por carragenina é comumente utilizado
como modelo de inflamacgédo aguda (GUPTA et al., 2003), que provoca um edema em trés fases (DI
ROSA et al., 1971), rico em proteinas e neutréfilos (GUPTA et al., 2003; ZHANG et al., 2007). A
primeira hora é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, mediada pela histamina e
serotonina. Na segunda hora, este aumento € mediado por cininas. O pico maximo do edema ocorre
na terceira hora apos a injecdo de carragenina, que € caracterizado pela acdo de prostaglandinas
sobre a permeabilidade vascular (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971).

O tratamento oral com BBU apresentou uma leve reducéo do edema de pata apenas nas duas
primeiras horas para as doses de 50, 100 ou 200 mg/kg, e ndo para a dose de 400 mg/kg. Estes
resultados estdo em conformidade com o fato de que a formulacdo BBU 5,0% creme ndo foi capaz
de reduzir o edema nas 6 h avaliadas. Os resultados observados para BBU podem indicar sua
provavel acdo apenas sobre mediadores rapidos da resposta inflamatoria, como histamina e
serotonina, sem atuar sobre a sintese e liberacdo de prostaglandinas.Desse modo, os resultados
comprovam que BBI apresenta um potente efeito anti-inflamatério topico, com resposta similar a
dexametasona. Os resultados estdo de acordo com a resposta observada no pré-tratamento oral com
BBI sobre 0 edema de pata a partir da quarta hora, sugerindo que seus efeitos provavelmente estéo
relacionados com a inibicéo da sintese de prostaglandinas (Tabelas 9 e 10)
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Tabela 09: Efeito da Manteiga de Bacuri UFPI (BBU) sobre o edema de pata induzido por carragenina 0,1% em ratos.

Tratamento Volume do edema (mm) apds a injecdo de carragenina

(mg/kg) 1h 2h 3h 4h 5h 6h

Veiculo 2,89+ 0,25 5,16 £ 0,18 5,16 £ 0,07 5,28 £0,17 4,74 +0,11 4,71 +0,21
BBU 50 1,56 £ 0,15*** 3,85+0,07 ** 5,28 +0,33 515+0,13 4,69 +0,12 472 +0,11
BBU 100 1,86 £ 0,23 * 392+0,31* 5,34+ 0,20 5,43 +0,25 511+0,28 4,98 + 0,30
BBU 200 1,88+0,17* 4,13+0,33* 5,22 +0,30 4,95+ 0,27 4,59 +0,25 4,09 +0,31
BBU 400 3,32+0,31 497 +0,32 4,81 +0,79 4,98 + 0,46 4,36 + 0,44 4,41 + 0,33
Indometacina 0,91 £ 0,06*** 1,42 £ 0,22%** 1,46 £ 0,17*** 2,25 £ 0,20%** 2,40 £ 0,20%** 2,30 £ 0,35%**

Os dados foram expressos como média + e.p.m (n = 6). Os valores assinalados em negrito representam diferenca estatisticamente significativa

(p<0.05*; p<0,01**; p<0,001***) quando comparados com o controle. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.
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Tabela 10: Efeito da Manteiga de Bacuri Industrializada (BBI) sobre o edema de pata induzido por carragenina 0,1% em ratos.

Tratamento Volume do edema (mm) ap6s a injecdo de carragenina

(mg/kg) 1h 2h 3h 4h 5h 6h

Veiculo 2,89 £ 0,25 5,16 £ 0,18 5,16 £ 0,07 528 +0,17 4,74 +0,11 471 +0,21
BBI 50 2,29+0,29 4,10+ 0,45 4,41 +0,27 4,15+0,29* 4,45+ 0,27 3,86 £0,34
BBI 100 3,09+0,30 4,79+0,31 4,46 + 0,28 3,99+0,27 * 457 +0,18 3,94 £ 0,17
BBI 200 2,57+0,14 4,42 + 0,19 461+0,21 4,08+0,34* 4,48 + 0,16 3,96 £ 0,23
BBI 400 2,69+0,13 4,45+ 0,17 4,76 £0,11 4,08 +0,22 * 3,78+0,27 * 4,14 + 0,16
Indometacina 0,91 £ 0,06*** 1,42 £ 0,22*** 1,46 £ 0,17*** 2,25 £ 0,20%** 2,40 £ 0,20*** 2,30 £ 0,35%**

Os dados foram expressos como média + e.p.m (n = 6). Os valores assinalados em negrito representam diferenca estatisticamente significativa
(p<0.05*; p<0,01**; p<0,001***) quando comparados com o controle. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.
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O pré-tratamento topico com a formulacéo a base de BBI 5,0% inibiu a formacédo do
edema de modo estatisticamente semelhante ao pré-tratamento topico com acetato de
dexametasona 0,1% (Figura 39). Em contraste, o pre-tratamento tépico com a formulacéo a

base de BBU 5,0% nao foi capaz de reduzir a formacdo do edema.

Figura 39: Efeito de duas formulagdes topicas a base de BBU 5,0% e BBI 5,0% sobre o
edema de pata induzido por carragenina (0,1 mL/pata, i.pl.) em ratos. Os dados foram
expressos como media + e.p.m. p<0.05*; p<0,01**; p<0,001*** quando comparados com 0

controle. ANOVA one-way seguido do teste de Tukey.
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O pré-tratamento com BBU (50, 100 ou 200 mg/kg) por via oral atenuou a formagao
do edema apenas nas duas primeiras horas (Tabela 09), enquanto o pré-tratamento com BBI
(100, 200 ou 400 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente a formagdo do edema de pata

induzido por carragenina a partir da 4.2 hora, com efeito na 5.2 hora apenas para a dose de 400
mg/kg (Tabela 10).
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As diferencas de atividade entre BBl e BBU devem esté relacionadas com o maior teor
de substancias de natureza terpénicas em BBI particularmente com o acido E-labda-8(20)-13-
dien-15,19-dioico, um diterpeno com esqueleto labdano de atividade anti-inflamatdria
comprovada na literatura (MELO, 2001) e também com os triacilglicerois ( tripalmitina) no

caso do uso tdpico, que foram retirados em BBU por refrigeracéo.



CONSIDERACOES FINAIS




109
Consideragdes Finais

5 — Consideragdes Finais

A anélise das manteigas de bacuri por cromatografia gasosa de alta resolu¢cdo (CGAR-
EM) identificou que as manteigas BBl e BBU possuem em comum 23 substancias e que a
BBI possui maior nimero de constituintes quimicos a mais que a BBU;

O método de doseamento do GFC nas manteigas é eficiente e determinou que a BBU
tem uma concentracdo maior que a BBI;

As formulacbes contendo BBI e BBU nédo apresentaram alteraces ap0s os testes de
estabilidade acelerada até o T60, indicando que sdo formulagfes estaveis.

As manteigas BBl e BBU mostraram baixa citotoxicidade em MTT e néo
apresentaram toxicidade aguda em ratos;

A avaliacdo da atividade leishmanicida in vivo das formulacdes FBBI e FBBU
possuem resultado significante no tratamento de Glceras se comparados ao placebo;

A avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro das manteigas BBU e BBI, segundo
dois protocolos: determinacdo da capacidade fagocitica e determinacdo do volume lissosomal
induzem a ativacdo de macrofagos;

A atividade anti-inflamatéria da BBU por via oral mostrou-se ineficaz no modelo de
pata induzido por carragenina; enquanto a BBl mostrou-se eficiente. Na BBI ha um maior teor
de substéncias terpénicas destacando o diterpeno de esqueleto labdano, cuja atividade para
este tipo de composto ja é relatada na literatura.

A atividade anti-inflamatoria da formulacdo contendo BBU por via topica mostrou-se
ineficaz no modelo de pata induzido por carregenina; enquanto a formulacdo com BBI
mostrou uma atividade superior ao medicamento de referéncia usado que € a dexametasona o

que pode esta relacionado ao teor de tripalmitina.
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