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RESUMO

A copaiba é uma planta amplamente utilizada na medicina popular amaz6nica. Estudos tém
evidenciado diversas atividades bioldgicas principalmente a antimicrobiana. Entretanto, ainda
se faz necessario comprovagcdes cientificas acerca do seu uso em produtos fitoterapicos. Desta
forma, o trabalho teve como objetivo desenvolver um gel vaginal fitoterdpico do tipo liquido-
cristalino baseado em manteiga extraida da espécie oleaginosa Astrocaryum murumuru Mart
contendo 0leo resina Copaifera reticulata Ducke, para o tratamento de vaginose bacteriana.
O dloerresina de copaiba (ORCR) foi coletado na Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) e
sua constituicdo quimica foi analisada por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM). Foi realizado a atividade antibacteriana do ORCR pela a técnica de
difusdo em disco e a concentracdo minima inibitoria (CMI) por microdiluicdo frente a cepas
relacionadas a vaginose. Foram obtidas cinco formulagfes com quantidade fixa do tensoativo,
e diferentes propor¢des de agua, manteiga de murumuru e ORCR (50, 100, 250 e 500mg/qg).
Apbs 24 horas do preparo, todas as formulacGes foram submetidas a microscopia de luz
polarizada a fim de caracterizar a fase liquido-cristalina. A atividade antimicrobiana das
formulacdes foi avaliada pelo teste de perfuracdo em &gar. Posteriormente, foi realizado o
estudo de estabilidade acelerada em diferentes condigdes de armazenamento (25 e 45°C +2°C),
no qual foi avaliado sua influéncia frente a atividade antimicrobiana e sobre suas propriedades
Oticas. Na composicdo quimica do ORCR foram determinados os seguintes majoritarios, o -
Cariofileno 32,43%, B-Bisaboleno 11,28% e a-Humuleno 8,41%. No teste de difusdo em disco
as cepas de Gardnerella vaginalis e Staphylococcus Epidermitidis foram as mais sensiveis
frente a0 ORCR, apresentando uma CMI de 500 pg/mL, com atividade bacteriostatica. Apos
24h do preparo, apenas as formulac@es contendo 100 mg/g e 50 mg/g de ORCR apresentaram
texturas em forma de estrias, caracteristico de estrutura liquido-cristalina de fase hexagonal.
As formulagbes contendo 50 mg/g e 100 mg/g de ORCR apresentaram atividade
antimicrobiana frente a todas as cepas testadas, quanto maior a concentracdo de ORCR nas
formulacGes, maiores foram os halos de inibicdo. Durante os 60 dias do estudo de estabilidade
acelerada em diferentes condicbes de armazenamento ndo foi observado alteracfes
significativas nas caracteristicas fisicas e organolépticas das formulacdes, além disso, ndo
houve desestruturacdo da fase hexagonal. Entretanto, as formulagbes armazenadas a 45°C
+2°C apresentaram diminuicdo da atividade antimicrobiana a partir do 30° dia. Portanto, todos

os resultados advogam a favor da formulagdo com 5% de agua e 55% de manteiga de



Murumuru, contendo 100mg/g de ORCR como potencial candidata ao emprego clinico como

um gel fitoterapico tdpico do tipo liquido-cristalino para o tratamento de vaginose.

Palavras-chave: Copaifera reticulata, Astrocaryum murumuru, Cristal liquido, Atividade

antimicrobiana, Gel vaginal.



ABSTRACT
Copaiba is a plant widely used in Amazonian folk medicine, studies have evidenced several
biological activities, mainly antimicrobial. However, scientific evidence is still needed about
the phytotherapic use. The aim of this work was to develop a liquid-crystalline phytotherapic
vaginal gel based on butter extracted from the oleaginous species Astrocaryum murumuru
Mart containing oil-resin of Copaifera reticulata Ducke, for the treatment of bacterial
vaginosis. The copaiba oil-resin (ORCR) was collected in the Tapajdés National Forest and its
chemical composition was analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS).
The antibacterial activity of the ORCR was performed by the disc diffusion technique and the
minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution against strains related to vaginosis.
Five formulations with fixed amount of surfactant, and different proportions of water,
murumuru butter and ORCR (50, 100, 250 and 500mg/g) were obtained. After 24 hours of
preparation, all formulations were subjected to polarized light microscopy in order to
characterize the liquid-crystalline phase. The antimicrobial activity of the formulations was
evaluated by agar well diffusion test. Afterwards, the accelerated stability study was carried
out under different storage conditions (25 and 45°C £2°C), where the influence of antibacterial
activity and the optical properties was evaluated. In the chemical composition of the ORCR,
the following majorities were determined: 3-Cariophylene 32.43%, B-Bisabolene 11.28% and
a-Humulene 8.41%. In the disc diffusion test the strains of Gardnerella vaginalis and
Staphylococcus Epidermitidis were the most sensitive to the ORCR, presenting a MIC of 500
pg/mL, with bacteriostatic activity. After 24 hours of preparation, only the formulations
containing 100 mg/g and 50 mg/g of ORCR showed cylindrical textures, characteristic of
liquid-crystal of hexagonal phase structure. The formulations containing 100 mg/g and 50
mg/g of ORCR showed antimicrobial activity against all tested strains, the higher the ORCR
concentration in the formulations, the higher the inhibition halos. During the 60 days of the
accelerated stability study in different storage conditions no significant changes in the
organoleptic characteristics of the formulations were observed, in addition, there was no
disintegration of the hexagonal phase. However, the formulations stored at 45°C+2°C showed
a decrease in antimicrobial activity from the 30th day. Therefore, all results showed the
formulation F6-M55A05 containing 100mg /g of ORCR as a potential candidate for clinical

use as a topical liquid-crystalline phytotherapic gel for the treatment of vaginosis.

Keywords: Copaifera reticulata, Astrocaryum murumuru, Liquid crystal, Antimicrobial

activity, Vaginal gel.
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1 INTRODUCAO

A vaginose é uma das principais infecgdes que acometem as mulheres, sendo uma
das maiores causas de consultas ginecoldgicas. Estima-se que 75% das mulheres serdo
acometidas pelo menos uma vez durante a vida com episddio de infeccdo vaginal, e mais de
40% delas experimentardo infeccao reincidentes (BATTAGLIA et al., 2005; GIRALDO et al.,
2007; NUNES et al., 2012).

Atualmente, os antibioticos sdo usualmente utilizados como primeira op¢do no
tratamento de infec¢Bes vaginais, tanto pela administracdo por via oral ou de uso topico. Apesar
de serem eficazes na eliminacdo dos patdgenos, podem desencadear reacfes adversas
desagradaveis e concomitantemente erradicam a microbiota vaginal benéfica, que auxilia no
equilibrio do pH, imprescindiveis no mecanismo de defesa contra infec¢fes, além de estimular
0 desenvolvimento de bactérias patogénicas resistentes (BROCKLEHURST et al., 2002;
EDWARDS, 2004; HAY, 2009).

Apesar da ampla variedade de antibidticos disponiveis no mercado, 0s micro-
organismos desenvolveram mecanismos moleculares para resistir a agdo dos antimicrobianos
(ANTUNES et al., 2013). O uso excessivo e ndo racional dos antibi6ticos foram os principais
fatores que estimularam o surgimento de bactérias resistentes, se tornando-se um problema de
salde publica mundial, gerando altos custos aos sistemas de sadde, aumentando o tempo de
permanéncia hospitalar e expondo 0s pacientes a farmacos que apresentam maior risco de
reacOes adversas (PINTO et al., 2004; SILVA et al., 2010).

A resisténcia bacteriana é também um fator que estimula a investigacoes de espécies
vegetais com atividade antimicrobiana como alternativa terapéutica. Por isso, ha a necessidade
de se realizar estudos cientificos que comprovem a seguranca e eficacia dos medicamentos
oriundos de plantas medicinais (BADKE et al., 2012; RATES et al., 2001; VEIGA JUNIOR et
al., 2005).

O Brasil possui uma vasta biodiversidade vegetal, com mais de 60.000 mil espécies
de vegetais, com grande potencial para o desenvolvimento tecnoldgico de novos medicamentos.
No entanto, existem poucos medicamentos fitoterapicos oriundos de plantas medicinais
brasileiras, registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- Anvisa (HASENCLEVER
etal., 2017). Em 2011, havia 382 fitoterapicos registrados, obtidos de 98 espécies vegetais, e a
maioria dos medicamentos sdo oriunda de espécies exdticas de amplo uso mundial, apenas 26%
destas espécies sdo nativas da America do Sul. Deste total, a maioria encontra-se

geograficamente localizada na regido Sul e Sudeste do pais, cerca de 84% (PERFEITO, 2012).



A Amazoénia possui uma das maiores biodiversidades do mundo, possuindo diversas
plantas nativas com reconhecido uso tradicional em terapias alternativas. O uso de plantas
medicinais € comum na cultura amaz6nica, sendo a copaiba uma das mais utilizadas para
combater diversas enfermidades. A principal matéria prima utilizada é o exsudato retirado por
perfuracao do seu tronco conhecido como 6leorresina, o qual possui um aspecto viscoso, liquido
transparente com coloragéo que varia entre o amarelo ao marrom, quimicamente constituido de
uma complexa mistura de sesquiterpenos e diterpenos. (OLIVEIRA et al. 2006; SACHETTI et
al., 2009).

Estudos tém evidenciado diversas atividades bioldgicas como anti-edematogénicas,
antitumorais, tripanossomicidas e anti-inflamatéria (MENDONCA; ONOFRE, 2009),
destacando-se  principalmente trabalhos relacionando a atividade antimicrobiana
(GIESBRECHT, 2011; MONTES, et al. 2009). Em vista disso, o extenso uso tradicional da
espécie Copaifera aliados a suas inimeras propriedades terapéuticas, tem gerado grande
interesse das industrias farmacéuticas e cosméticas no desenvolvimento de produtos baseados
no 6leo de copaiba com diferentes aplicac6es (PIERRI et al. 2009).

O delineamento de formas farmacéuticas é uma etapa crucial para o
desenvolvimento de um medicamento, desta forma, para garantir a eficacia de bioativos e/ou
farmacos é necessario que se faca a escolha de um sistema de liberacdo de farmacos
tecnicamente adequada para sua incorporacdo. Os sistemas liquido-cristalinos se destacam por
formarem sistemas de liberacdo de farmacos altamente organizados, cuja caracteristicas fisicas
estdo entre um solido e um liquido (FORMARIZ et al., 2005). Apesar de serem constituidos
apenas por tensoativo, agua e 6leo, quando esses componentes estdo em propor¢oes adequadas,
permitem a formacdo de matrizes internas complexas com diferentes estruturas e propriedade
fisico-quimicas (CARVALHO et al., 2010).

Os sistemas liquido-cristalinos apresentam diversas vantagens tecnoldgicas em
relacdo as formas farmacéuticas tradicionais, tais como maior estabilidade frente a fatores
extrinsecos, sao resistentes a erosdo por fluidos organicos devido a sua capacidade de captacédo
de &gua. Ademais, por ter viscosidade facilmente modulada permite a liberacdo sustentada de
farmacos e/ou ativos. Portanto, o conjunto das vantagens supracitadas os tornam sistemas de
liberacdo adequados para aplicacdo em pele e mucosas (AHMED, 2010; COSTA-BALOGH,
2010).

Em vista disso, o trabalho teve como objetivo desenvolver uma formulagéo
fitoterapica do tipo liquido-cristalino baseada em manteiga extraida da espécie oleaginosa

Astrocaryum murumuru Mart. contendo Oleo resina Copaifera reticulata Ducke., para o



tratamento de vaginose bacteriana. Desta forma, acredita-se na hipotese de que o sistema
supracitado seja capaz de promover uma maior estabilidade e protecdo do 6leo, assim como,
permitir uma liberacdo sustentada dos bioativos contidos no 6leorresina de copaiba em mucosa
vaginal. Ademais, esse trabalho de pesquisa é norteado por um viés sustentavel a fim de agregar
valor as matérias primas vegetais oriundas da Amazoénia gerando beneficios econdmicos e

sociais a regido do Oeste do Para.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver um gel vaginal fitoterdpico antibacteriano baseado em manteiga de Astrocaryum

murumuru Mart contendo Oleorresina de Copaifera reticulata Ducke.

2.2 ESPECIFICOS

= Analisar a constituicdo quimica do dleorresina de Copaifera reticulata Ducke por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM);

= Determinar a atividade antibacteriana do 6leorresina de Copaifera reticulata pelo
teste de difusdo em disco e sua concentragdo minima inibitéria (CMI);

»= Delinear formulacdes fitoterdpicas baseadas em manteiga de Astrocaryum
murumuru Mart contendo 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke;

= Auvaliar se as condi¢bes experimentais possibilitam a formacdo de fase liquido-
cristalina das formulag6es por microscopia de luz polarizada;

= Realizar a atividade antibacteriana das formulagdes selecionadas por perfuragcdo em
agar;

= Realizar o estudo de estabilidade acelerada das formulacGes selecionadas;

= Auvaliar a influéncia do estudo de estabilidade acelerada sobre possiveis alteracfes
fisicas nas estruturas liquido cristalinas das formulagdes;

= Avaliar a influéncia do estudo de estabilidade acelerada sobre a atividade

antibacteriana das formulaces.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 GENERO Copaifera

As copaibeiras sdo arvores comuns 8 América Latina e Africa Ocidental pertencente
a familia das Leguminosae, subfamilia Caesalpinoida, género Copaifera que alcancam até 40
metros de altura, podendo viver por alguns séculos (PINTO et al., 2000; VEIGA JUNIOR et
al., 2005). Através perfuracdo do tronco dessas arvores € extraida a Oleorresina de copaiba
(PONTES et al., 2003).

O oleorresina possui um aspecto viscoso, liquido transparente com coloracdo que
varia entre 0 amarelo ao marrom, considerado uma solucdo que contém é&cidos diterpénicos
dissolvidos em uma fracdo voldatil constituido majoritariamente por sesquiterpenos (CASCON
e GILBERT, 2000; VEIGA JUNIOR et al., 1997).

O principal composto encontrado na fracdo sesquiterpénica é -cariofileno, seguida
de a-humuleno e a-bisaboleno. Enquanto a fracdo diterpénica é composta principalmente pelo
acido copalico, é&cido agalatico, &acido 11-hidroxicopalico,11-acetoxi-copalico, 4acido
hardwickiico e o acido carendico, entre outros (PAIVA et al., 2004; RAMOS, 2006).

Figura 1- Estrutura quimica de alguns compostos majoritariamente encontrados em espécies de Copaifera.
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Fonte: (ARRUDA et al., 2019).
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O p-cariofileno é principal constituinte atribuido na literatura com atividades
biologicas como a anti-inflamatéria (CHAVAN et al., 2010), inseticida (RODILLA et al.,
2008), anticancerigeno (DI SOTTO et al., 2010; LEGAULT et al., 2007) e anestésico local
(GHELARDINI et al., 2001). Em um estudo realizado foi verificado que o B-cariofileno
demosntrou inibir significativamente a migragéo celular e o extravasamento protéico (RAMOS,
2006).

Na regido amazonica a copaiba é amplamente utilizada na medicina popular, o
oOleorresina é usado como um antimicrobiano tanto por via oral, para o tratamento de infeccdes
da garganta, e aplicado por via tdpica para tratar feridas, Ulceras e mordidas de animais
(MACIEL et al., 2002; RIOS; PASTORE JUNIOR, 2011; SHANLEY et al., 2004). O 6leo de
copaiba também é comercializado em farmacias e lojas de produtos naturais, em forma de

capsulas para uso em via oral e na forma de 6vulos vaginais (CARVALHO et al., 2005).

3.2 MICROBIOTA VAGINAL

3.2.1 Microbiota vaginal normal

A cavidade vaginal é um ecossistema complexo e dindmico, onde centenas de
espécies diferentes de bactérias convivem em uma relacdo mutualistica bem alinhada com o
hospedeiro, no entanto ao longo da vida da mulher, a microbiota vaginal sofre grandes variacdes
em sua composicdo, associadas a diferentes periodos reprodutivos, como puberdade e
menopausa (CHEN et al., 2015; FARAGE; MAIBACH, 2005).

Essa natureza dinamica demonstra estar associado ao horménio estrogeno, devido
ao seu papel na manutencdo do pH acido (3.8-4.4) ideal para microbiota vaginal saudavel
habitar, fornecendo a primeira linha de defesa contra a colonizacéo por patégenos oportunistas
(MILLER et al., 2016).

O estrogeno atua na manutencdo do pH vaginal por trés principais vias: Através do
metabolismo intracelular do glicogénio pelas células intermediarias, pela secrecao de protons
das celulas epiteliais vaginais e indiretamente pela secrecdo extracelular do glicogénio para o
metabolismo microbiano, onde produzem de acido latico (GODHA et al., 2018).

Bactérias do género Lactobacilli, conhecido como lactobacilos, sdo micro-
organismos mais abundantes, cerca de 70%, sendo os principais responsaveis pela regulacdo do

pH da vaginal humano através da producao de acido latico. Atualmente, mais de 120 espécies
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de lactobacilos foram descritas, no entanto, as espécies mais frequentemente encontradas
mucosa vaginal sdo Lactobacilli crispatus, Lactobacilli gasseri, Lactobacilli jensenii e
Lactobacilli iners (VASQUEZ et al. 2002).

Varios desses lactobacilos séo capazes de produzir bacteriocinas, biossurfactantes
e moléculas de co-agregacédo para inibir a adeséo de patégenos (REID, 2001). Quando ocorre
mudancas no equilibrio simbioticos dos lactobacilos no ambiente vaginal, pode contribuir para
a alcalinizacdo do pH vaginal, propiciando o crescimeto de outas bactérias ndo nativas, que se
proliferam em meios mais alcalinos, as quais podem colonizar o trato vaginal e causar doencas,
como a vaginose (CONSOLARO; MARIA-ENGLER, 2012; ESCHENBACH et al., 1989).

3.2.2 Vaginose bacteriana

A vaginose € uma das causas mais comuns de corrimento vaginal patoldgico de
mulheres em idade reprodutiva, responsaveis por inimeras consultas ginecolégicas em todo o
mundo, afetando todas as camadas sociais (SRINIVASAN et al., 2012). Se caracteriza por se
uma infeccdo bacteriana enddgena pela mudanca na microbiota vaginal normal,
predominantemente de Lactobacillus, para uma microbiota com diversas bactérias nao
simbiéticas (SIMOES-BARBOSA et al., 2002).

A sintomatologia € bastante incomoda, caracterizada por prurido, irritacdo local,
com corrimento e odor desagradavel, causado principalmente pelo o metabolismo protéico,
formando poliaminas, como putrescina e cadaverina, comprometendo o equilibrio
biopsicossocial e a vida sexual (CHEN et al., 1979; KLEBANOFF et al., 2004).

As causas para desaparecimento dos lactobacilos ainda sdo desconhecidas, no
entanto, alguns fatores estdo fortemente relacionados, como o uso indiscriminado de
antibioticos, o uso de dispositivos contraceptivos como o diafragma, anel vaginal, produtos
espermicidas, entre outros (PATEL et al., 2004; TANAKA et al., 2007).

Descuidos na higiene pessoal também estdo relacionados por facilitariam a entrada
de bactérias inespecificas no canal vaginal, por exemplo Escherichia coli, bactéria encontra
normalmente no trato gastrointestinal, bactérias do género Staphylococcus, encontradas na pele
humana (BROOKS et al., 2012; LAMONT et al., 2011; SILVA; NEUFELD, 2006).

No entanto, a Gardnerella vaginalis, uma das principais bactérias associadas a
vaginose, encontrado em de 90% dos casos sintomaticos, sendo atribuido a este microrganismo

0 aparecimento do odor desagradavel de “peixe podre”(OLIVEIRA et al., 2007).
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A principal técnica para diagnosticar a vaginose bacteriana foi proposta por
AMSEL et al., (1983) a qual se baseia em um conjunto de critérios clinicos, sendo eles: a)
Corrimento vaginal homogéneo; b) pH > 4,5; c) teste de amina positivo (odor fétido das aminas
com adicdo de hidroxido de potassio a 10%) e d) presenca de clue cells a fresco. O diagnostico
é positivo quando de trés dos quatro critérios propostos sdo constatados.

Os principais medicamentos de escolha utilizados para o tratamento de vaginose
bacteriana consiste em metronidazol ou clindamicina, tanto por via oral ou topica
(WORKOWSKI, 2015). Outros antibidticos também podem ser empregados no tratamento de
vaginose como a penicilina, ampicilina, eritromicina, clindamicina, vancomicina,
ciprofloxacino e imipenem (MANDELL et al. 2015)

No entanto, 0 uso de antibioticos podem ser perigos, principalmente em mulheres
gravidas, o metronidazol esta associada com a ruptura de membrana placentaria, podendo
ocorrer parto prematuro com baixo peso, devendo ser evitada nos primeiros da gestacao
(BATES, 2003; SOBEL, 1997).

3.3 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

O répido aumento no numero de cepas bacterianas resistentes € atualmente um dos
problemas de salde publica mais relevante a nivel global, ameacando a eficacia do tratamento
e consequentemente a vida de pessoas e animais (WEESE, 2008; VENTOLA, 2015).

O principal fator associado problema da resisténcia aos antimicrobianos tem sido
atribuido tanto pelo mau uso desses medicamentos quanto ao seu uso demasiado, assim como
0 baixo desenvolvimento de novos farmacos pela industria farmacéutica devido aos desafios
dos aspectos regulatérios de novas drogas e o baixo fomento econdmico para este fim (GOULD;
BAL, 2013; SPELLBERG; GILBERT, 2014; VENTOLA, 2015).

Nos hospitais, cerca de 25% a 35% dos pacientes internados recebem
antimicrobianos tanto para fins terapéuticos como profilatico. Estimativas apontam que mais
de 50% das prescri¢des sao inadequadas, tanto na via de administracdo, na dose e duragéo do
tratamento, bem como na indicagdo do farmaco para combater o agente infeccioso (ONZI;
HOFFMAN; CAMARGO, 2011).

O mecanismo de resisténcia bacteriana mais importante e conhecido é a degradacéo
enzimatica do antibidtico, como as -lactamases. Estas hidrolisam a ligagdo amida do anel dos

antibioticos das classes dos beta-lactamicos, incapacitando a molécula de ligar-se proteinas de
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ligacdo da penicilina (PBP), principal enzima envolvida na biossintese da parede celular,
através do qual exercem seu efeito antibacteriano (ANVISA, 2007).

A prescricdo dos antibioticos deve ser de forma racional, embasados a partir de
laudos laboratoriais, e ndo restrito apenas em sinais e sintomas clinicos de determinados agentes
patogénicos, como ocorre regularmente, o qual acarreta um consumo ineficaz e excessivo,
propiciando o desenvolvimento de resisténcia, e posteriormente, dificultando o tratamento de
doencas infecciosas (DEL FIOL et al., 2010).

3.4 MURUMURU

O murumuruzeiro é uma palmeira tipica encontrada na regido amazoénica, podendo
alcancar uma altura de 15 m (MIRANDA et al., 2001). Possui frutos de forma oval, com uma
casca de cor avermelhada quando maduros, ja sua polpa de cor amarelada, possuindo em seu
interior uma semente dura, porém, comestivel com gosto levemente adocicado (SILVA, 1996).

A espécie Astrocaryum murumuru é a mais encontrada, distribuido por toda a
margem do Rio Amazonas e seus principais afluentes (ALTMAN, 1958; SILVA, 1996). A
planta se desenvolve principalmente em areas Umidas e temporariamente inundadas, proximas
aos rios e igarapés (QUEIROZ et al., 2007).

O fruto do murumuru é composto de 53% de polpa, com cerca de 12% de matéria
seca, conforme o estagio de amadurecimento, sendo também observados valores de até 69%
(QUEIROZ et al., 2008). A semente contém cerca de 40 a 42% de 6leo, com ponto de fuséo
(32,5°C), apresentando uma consisténcia semelhante a de uma manteiga na regido amazonica,
devido sua composicdo quimica ser composi¢cdo quimica rica em &acidos graxos saturados, 0
acido graxo mais abundante na manteiga do murumuru é do acido laurico com 44%, seguido
do acido miristico 27%, acido oleico 11% e acido palmitico 9% (SILVA et al., 2010).

A qualidade desta gordura ndo é muito diferente da gordura de outras oleaginosas
como o palmiste e o coco, no entanto, ela tem a vantagem de possuir uma consisténcia maior,
devido ao seu ponto de fusdo ser superior ao do palmiste 25°C, e do coco 22,7°C. Esta qualidade
faz do Murumuru ser procurado para ser misturado em gorduras vegetais que fundem a
temperatura mais baixa, podendo ser um substituto da manteiga de cacau na fabricagéo do
chocolate. (PESCE et al., 2009).
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3.5 CRISTAIS LIQUIDOS

Os sistemas liquido-cristalino apresentam um estado intermediério entre sélidos e
liquidos, conhecido como mesofase, possuindo alta ordenagdo estrutural, rigidez e fortes
interacdes intermoleculares, semelhantemente aos solidos e concomitantemente apresentam
fluidez, como os liquidos (MORALIS, 2006).

Os cristais liquidos podem ser classificados em duas grandes categorias: 0s
termotropicos e os liotropicos (TYLE, 1989). No entanto, estudos de aplica¢cdes cosméticas e
farmacéuticas concentrando-se nos cristais liquidos liotrépicos (KLEIN, 2002) que séo
formados geralmente por substancias anfifilicas ou tensoativos que ao entrar em contato com
um solvente, como a exemplo, a &gua se auto-organizam em diferentes estruturas
termodinamicamente estaveis composta de dominios lipidicos e aquosos denominadas
mesofases liotrépicas, podendo gerar estruturas de grande complexidade (KULKARNI et al.,
2011; SAGALOWICZ et al., 2006).

Dentre as mesofases liotropicas, as mais importantes e usualmente observadas séo:
lamelar, hexagonal e fase clubica. A formacdo de cada mesofase liotropica é um processo
espontaneo, que depende intrinsicamente da natureza hidrofilica ou lipofilica do tensoativo e
pode ser classificada de acordo com suas propriedades dpticas e visco-elasticas. (TYLE, 1989).

A fase lamelar apresenta-se como liquido viscoso devido sua estrutura interna ser
composta por camadas paralelas e planas de bicamadas de tensoativo separadas por solvente
que formam uma rede unidimensional continua que permite escoamento e fluidez. A fase
hexagonal possui alta viscosidade, semelhante a de um gel em detrimento do alto grau de
empacotamento das moléculas lipidicas e solvente, a fase hexagonal aos as moléculas formam
micelas cilindricas circulares, que se agregam formando arranjos cilindricos longos originando

estruturas bidimensionais em forma de hexagono (FORMARIZ et al., 2005).
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Figura 2- Estrutura das fases liquido cristalinas: Fase hexagonal, Fase clbica e Fase lamelar.

Fase Cuabica

Fase Lamelar

Fonte: (BERNEGOSSI et al., 2015).

Nos Ultimos anos, foram realizados diversos estudos (AMSALEM et al., 2010;
CONHEN-AVRAHAMI et al., 2012; GARTI et al., 2012; LIBSTER et al., 2011; YARIV et
al., 2010), fundamentados aplicacdo de sistemas liquidos cristalinos para a veiculacdo de
farmacos anti-inflamatorios e cicatrizantes, com o objetivo de minimizar a toxicidade e
aumentar sua eficacia clinica. Estes estudos abordam principalmente as caracteristicas
estruturais desses sistemas com os coeficientes de difusdo, assim como os perfis de liberacédo e
permeagao “in vitro”.

Em relacéo a liberacdo prolongada, os cristais liquidos vém sendo considerados
excelentes sistemas de liberacdo, devido sua grande area interfacial interna, com caracteristicas
fisico-quimicas diferentes da area externa, formando microambientes distintos, com diferentes
constantes dielétricas, permitindo compartimentalizar farmacos polares e apolares (BOYD et
al., 2006).

3.6 Estudo de estabilidade

Os estudos de estabilidade representa uma das etapas mais importantes na producéo
e desenvolvimento de produtos cosméticos e farmacéuticos, pois geram subsidios para o
aperfeicoamento das formulagOes, dos material a serem utilizados e do acondicionamento
adequado, auxiliando na estimativa do prazo de validade e monitoramento da estabilidade
organoleéptica, fisico-quimica e microbiologica, oferecendo informagdes a fim de garantir da

seguranca, eficécia e qualidade do produto (BRASIL, 2010).
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Para avaliagdo dos estudos de estabilidade, sdo utilizados critérios e métodos
estabelecidos por 6rgdos regulamentadores e fiscalizadores como a agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA) no Brasil ou em diretrizes internacionais como os da Food and
Drug Administration (FDA). De acordo com o guia para realizacdo de estudos de estabilidades,
publicada na Resolugdo n° 01/2005 da ANVISA, para que possa ocorrer a comercializagdo de
produtos farmacéuticos € necessaria uma avaliacdo técnica de estudos de estabilidade
(BRASIL, 2005).

Em formulacbes farmacéuticas, varios fatores podem influenciar sua estabilidade,
sendo estes classificados em extrinsecos e intrinsecos. Os fatores extrinsecos estéo relacionados
a interferéncias externas, como o tempo, a temperatura, a luz e o oxigénio, a umidade, o material
de acondicionamento, 0s microrganismos e vibracdes. Ja os fatores intrinsecos estdo
relacionados a interferéncias internas, da propria formulacdo, como a incompatibilidade fisica
e quimica, pH, reacdes de oxido-reducdo, reacdes de hidrolise, em alteracdes nas caracteristicas
organolépticas, separacao de fases e reducdo do teor da substancia ativa (BRASIL, 2005).

Sdo descritos trés tipos de estudos de estabilidade, sendo eles: Longa duracdo, de
acompanhamento e acelerado. O estudo de longa duracdo € projetado para avaliacdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico
durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado, utilizados principalmente para
estabelecer ou confirmar o prazo de validade. O estudo de acompanhamento € utilizado para
verificar se o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e
microbioldgicas conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duracéo.
O estudo de estabilidade acelerado é projetado para acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Os
dados obtidos podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em
condicdes nao aceleradas (BRASIL, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DO OLEORRESINA DE Copaifera reticulata

4.1.1 Local de coleta

O dleorresina de Copaifera reticulata (ORCR) foi coletado na Floresta Nacional do
Tapajos (FLONA), em uma drea de floresta ombrofila densa (3° 20° 43.5”S 55° 01° 09.17°0),
localizada no municipio de Belterra-PA, no Km 83 da BR-163 (Figura 3). A coleta ocorreu no
periodo de setembro de 2017, correspondendo ao periodo de seca na regido amazonica. A
identificacdo botanica foi realizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) Amazonia Oriental, sendo a exsicata depositada no herbario do Instituto
Agrondmico do Norte (IAN), sobre registro NID: 58/2016.

Figura 3- Mapa de coordenadas geograficas do ponto de coleta do oleorresina de Copaifera reticulata.
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4.1.2 Extracgdo do 6leorresina

O método de extracdo utilizado foi descrito por Alencar (1982). A arvore foi
perfurada com o trado de 2 cm de didmetro e 45 cm de comprimento, fazendo-se dois orificios
na altura de 1 metro acima do nivel do solo. O orificio da arvore foi vedado com um cano do
tipo PVC com % de didmetro e 10 cm de comprimento. O 6leo coletado foi armazenado em

recipientes ambar (1000 mL), a fim de evitar a oxidagdo causada pela luz.

4.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

4.2.1 Esterificacdo do 6leorresina de Copaifera reticulata

Foi pesado 150 mg de ORCR e adicionou-se 5,0 mL de NaOMe (0,25 mol.L™?) em
metanol: éter dietilico (1: 1) e agitou-se durante 2 minutos. Depois foi adicionado 3,0 mL de
hexano, mais 15,0 mL de solucdo de cloreto de sodio saturado. Agitou-se vigorosamente a
mistura durante 15 minutos. Apds esse periodo foi feita a separacdo de fases em um funil de

decantacdo e aliquotado 1,0 mL da fase sobrenadante para a analise cromatogréafica.

4.2.2 Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) do ORCR

A analise quimica do ORCR foi realizada por Cromatografia de fase gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) com a injecédo de 1 uL (Auto injetor AOC-20i)
em sistema Shimadzu QP 2010 ultra equipado com coluna capilar de silica Rtx-5MS (Restek,
EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno revestido com 5%-difenil/95%-
dimetil-polisiloxano (0,25 pm de espessura do filme), A temperatura do forno do CG foi
programada de 100°C (5 min) a 260°C (20 min) 4°C/min, as temperaturas do injetor (split 1:40),
linha de transferéncia e cAmara de ionizacao foram de 250, 250 e 200°C, respectivamente. Hélio
foi usado como gés de arraste a um fluxo de ImL/minuto. Os espectros de massas foram obtidos
por impacto eletrénico a 70 eV com scans automaticos (varredura) na faixa de 35 a 400 daltons
a 0,30 scans/s. A identificacdo dos componentes foi baseada no tempo e indice de retengédo
linear (série de n-alcanos C8-C40), na interpretacdo e comparagdo dos espectros de massas
obtidos com as bibliotecas ADAMS (2007).
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4.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEORRESINA DE Copaifera reticulata

4.3.1 Cepas Bacterianas

A atividade antimicrobiana foi realizada com cepas padrdo ATCC (American Type
Culture Colection), obtidas através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Foram selecionados microrganismos
associados a vaginose bacteriana como: Gardnerella vaginalis ATCC-49154, Staphylococcus
aureus ATCC-14458, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228, Pseudomonas aeruginosa
ATCC-19429 e Escherichia coli ATCC-25922.

Foram preparadas suspensdes com estes micro-organismos em tubos de ensaio com
solucdo salina estéril para ajustada turbidez na escala 0,5 de McFarland, através de

espectrofotometria em comprimento de onda de 530 nm, correspondente a 1,0 x 108 UFC/mL.

4.3.2 Teste de difusdao em disco

A sensibilidade dos microrganismos ao ORCR foi avaliada pelo método de difuséo
em disco (BAUER et al., 1966), onde uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana foi
inoculada em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton (AMH) e Agar Sangue (AS) para
a cepa de G. vaginalis, e em seguida foram dispostos discos de papel filtro estéreis de 6 mm de
didmetro previamente embebidos com 10 uL do 6leo de copaiba. Adicionalmente, foram
inseridos discos para adicdo da solucdo controle, utilizando o antibiético ciprofloxacino na
concentracdo 1250 pg/mL, e como controle negativo foi utilizado solucéo salina estéril.

Os ensaios foram realizados em triplicata e as placas foram mantidas em estufa a
37° C+2°C durante 24 h, exceto a placas inoculadas com G. vaginalis, armazenada em jarra de
anaerobiose e mantidas a 37°C+2°C durante 72 h. Ap6s o periodo de incubacgdo foram medidos
os halos de inibicdo com o auxilio de paquimetro, para as cepas sensiveis ao 6leo. Os resultados

foram expressos em milimetro pela média aritmética e respectivo desvio padréo.
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4.3.3 Determinacéo da Concentragdo Minima Inibitéria — CMI

Foi determinada a Concentragdo Minima Inibitoria atraves da técnica de
microdiluicdo conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003) em
triplicata, utilizando microplacas de 96 pocos. Inicialmente os pocos teste foram preenchidos
com 100 pL de Caldo Mueller-Hinton e 100 uL de ORCR, diluidos com Tween 80 a 1% e
realizado a diluicdo seriada para obtencdo das concentracfes entre 1000 a 7,8 pg/mL.
Posteriormente, uma aliquota de 20 pL do indculo bacteriano foi adicionada. Foram também
preparados pocos para determinacgdo da esterilidade do meio (apenas o meio de cultura), da
viabilidade do in6culo (meio de cultura e 20 uL de indculo bacteriano) e o controle contendo o
antibidtico (meio de cultura, o indculo e a solucao de Ciprofloxacino na concentracdo de 1250
pg/mL).

As microplacas foram mantidas em estufa por 24 h a 37°C+2°C, exceto a cepa de
Gardnerella vaginalis que permaneceu por 72 h. Posteriormente foi adicionado 50uL de uma
solucdo de Resazurina a 0,01%, que indicou a viabilidade do indéculo bacteriano. Para
determinacdo da acdo bactericida foi realizado a subcultura do volume contido nos pogos da
CMI em placas de Petri contendo &gar Miller-Hinton (AMH). As placas foram mantidas a

37°C+2°C por 24 h e 0 ndo aparecimento de col6nias bacterianas indicou acdo bactericida.

4.4 DELINEAMENTO DAS FORMULACOES FITOTERAPICAS BASEADAS EM
MANTEIGA DE Astrocaryum murumuru Mart CONTENDO OLEORRESINA DE Copaifera
reticulata Ducke

Para obtencdo das formulacGes base foram testados 5 grupos de sistemas
emulsionados do tipo liquido cristalino descritos no pedido de patente nimero BR
1020150308884 (Anexo A), com autorizacdo prévia dos seus inventores. As formulacdes
tiveram em suas composi¢cdes quantidades fixas do tensoativo Procetyl® (40%) e diferentes
concentracdes de agua (5-25%) e de manteiga de murumuru (35-55%).

O preparo das formulagOes base foi realizada por aquecimento da manteiga de
murumuru e tensoativo a 45°C, seguida da adi¢do da dgua a mesma temperatura com agitacao
constante, depois foi incorporado o oleorresina de copaiba, obtendo as concentracfes de 500
mg/g, 250 mg/g, 100 mg/g e 50 mg/g. Em seguida, foram mantidas em repouso a temperatura
ambiente (25°Cx2°C) por 24 h (NUNES, 2012).
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No total foram obtidas 20 formula¢Ges com diferentes quantidades de manteiga de

murumuru, agua e 6leo de copaiba, as quais estdo descritas nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

Tabela 1- Composigio das formulagdes contendo ORCR na concentragéo de 50 mg/g

Formulaggo Manteiga de Tensoativo Agua
Murumuru (Procetyl®)
F1-M55A05 55% 40% 5%
F2- M50A10 50% 40% 10%
F3- M45A15 45% 40% 15%
F4- M40A20 40% 40% 20%
F5- M35A25 35% 40% 25%

Tabela 2- Composicao das formulacdes contendo ORCR na concentracdo de 100 mg/g

x Manteiga de Tensoativo "
Formulacéo Agua
Murumuru (Procetyl®)
F6-M55A05 55% 40% 5%
F7- M50A10 50% 40% 10%
F8- M45A15 45% 40% 15%
F9- M40A20 40% 40% 20%
F10- M35A25 35% 40% 25%

Tabela 3- Composicao das formulagdes contendo ORCR na concentracgéo de 250 mg/g

Formulagéo Manteiga de Tensoativo Agua
Murumuru (Procetyl®)
F11-M55A05 55% 40% 5%
F12- M50A10 50% 40% 10%
F13- M45A15 45% 40% 15%
F14- M40A20 40% 40% 20%

F15- M35A25 35% 40% 25%
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Tabela 4- Composicao das formulagfes contendo ORCR na concentracéo de 500 mg/g

Formulagio Manteiga de Tensoativo Agua
Murumuru (Procetyl®)
F16-M55A05 55% 40% 5%
F17- M50A10 50% 40% 10%
F18- M45A15 45% 40% 15%
F19- M40A20 40% 40% 20%
F20- M35A25 35% 40% 25%

4.5 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

A microscopia de luz polarizada permitiu visualizar estruturas anisotropicas e
birrefringentes. Apds 24 horas do preparo, as formulacdes foram colocadas sobre lamina de
vidro, cobertas com laminula e submetidas a microscopia de luz polarizada, para a identificacdo
da fase mesomorfica (NUNES, 2012). Como critério de selecdo, as amostras que nao

apresentaram birrefringéncia foram excluidas do experimento.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS FORMULACOES

Esse teste foi realizado apara avaliar a atividade antimicrobiana das formulagoes,
além de verificar previamente se o sistema liquido-cristalino permite a difusdo do ORCR para
0 meio, utilizando o método de perfuracdo em agar (HUGO e RUSSELL, 1983).

Uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana foi inoculada em placas de Petri
contendo AMH e AS, apenas para a cepa de Gardnerella vaginalis. Posteriormente foram feitas
perfuracdes nos meios, com o auxilio de uma ponteira de 1mL resultando em pocos de 8mm de
diametro, os quais foram preenchidos com 100 pL das formulagdes selecionadas. Foram
preparados pogos contendo as solugdes controle do antibidtico ciprofloxacino na concentracdo
de 1250 pg/mL, e a formulagdes sem o 6leo incorporado.

Os ensaios foram realizados em triplicata e as placas foram mantidas a 37°C+2°C

por 24 h em estufa, exceto as placas inoculadas com G. vaginalis, armazenadas em jarra de
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anaerobiose e mantidas a 37°C+2°C durante 72 h. Foram ent&do medidos os halos de inibigéo

com o auxilio de paquimetro.

4.6.1 Selecao das formulacdes

Como critérios de selecdo foram consideradas as formulagfes que apresentaram
atividade antibacteriana igual ou maior que o ORCR. Foi realizada a analise de varidncia
(ANOVA) para comparacao das médias dos halos de inibicao das formulages, seguida do teste
de Dunnet com p<0,0001. Também foram considerados o0s aspectos macroscopicos
(homogeneidade) e aspectos fisicos (solido, liquido e viscosidade) para a selecdo das

formulagoes.

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

Foram testadas com as formulacgdes anteriormente selecionadas. As amostras foram
armazenadas em frascos de vidro &mbar, em triplicata e em duas temperaturas distintas
(ambiente a 25 + 2°C e estufa a 45 + 2°C) durante 60 dias, sendo periodicamente monitoradas
(BRASIL, 2005).

As formulagdes a temperatura ambiente (25+£2°C) foram utilizadas como referéncia,
onde sdo esperadas as menores alteracGes fisico-quimicas (BRASIL, 2005). Todas as amostras
foram avaliadas durante os intervalos de 1, 15, 30, 60 dias para verificar possiveis alteracdes
nas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) (BRASIL, 2005). Adicionalmente,
foram avaliadas a influéncia de possiveis mudancas fisicas nos sistemas liquidos cristalinos
através da observacao da sua birrefringéncia por microscopia de luz polarizada e possiveis
alteracdes na difusdo do ORCR das formulagdes por meio da atividade antimicrobiana.

4.7.1 Avaliacdo das Caracteristicas Organolépticas

Para avaliar a estabilidade acelerada das formulagdes em estudo foram
considerados as caracteristicas organolépticas, por meio de observacdo, considerando
modificacdes na coloracdo, odor ou sinal de separacdo de fases. Os critérios utilizados para

avaliar estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1- Avaliagdo das caracteristicas organolépticas

N Normal
LMA Leve Modificacdo da Aparéncia

LMC Leve Modificacéo da Cor
LMO Leve Modificacdo do Odor
MA Modificagdo da Aparéncia
MC Modificacéo da Cor
MO Modificacdo do Odor

IMA Intensa Modificacdo da Aparéncia
IMC Intensa Modificacdo da Cor

IMO Intensa Modificacdo do Odor
Fonte: (BUHLER e FERREIRA 2008)

4.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA
SOBRE POSSIVEIS ALTERACOES FISICAS NAS ESTRUTURAS LIQUIDO-
CRISTALINAS DAS FORMULACOES

A cada intervalo do estudo de estabilidade foram realizadas microscopias das
amostras em um microscépio de luz polarizada, a fim de verificar se as estruturas liquido
cristalinas sofreram alteracGes durante o armazenamento em temperaturas extremas. Para isso,
amostras das formulagdes foram colocadas sobre lamina de vidro, cobertas com laminula e
visualizadas, para identificar possiveis alteracGes dpticas nas propriedades fisicas de anisotropia

e birrefringéncia.

4.9 AVALIACAO A INFLUENCIA DO ESTUDO ESTABILIDADE ACELERADA SOBRE
A ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS FORMULACOES

A cada intervalo do estudo de estabilidade acelerada foram realizados ensaios para
verificar a influéncia sobre a atividade antimicrobiana in vitro das formulagdes através do
método de perfuracdo em agar (HUGO e RUSSELL, 1983). O teste em questéo, foi realizado

a fim de obter paramentos de armazenamento que possam garantir a eficacia do produto.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo e a analise estatistica foi
realizada pelo programa Graphpad Prism® utilizando anélise de variancia (ANOVA) para
maltiplas comparacdes, seguida do teste de Tukey com p <0,05 para indicar diferenca
estatistica.
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51 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

(CG-EM)

A composicao quimica do 6leorresina de Copaifera reticulata esté representada na

Tabela 5 e 0 seu cromatograma pode ser observado na Figura 4. O cromatdgrafo detectou no

total 90 compostos, no entanto foram identificados 29 compostos, que correspondem a 92.47%

do contetido do 6leorresina. Nesta amostra, 0s sesquiterpenos foram os compostos majoritérios,
principalmente o B-Cariofileno (32,43%), B-Bisaboleno (11,28%), a-Humuleno (8,41%), o-

Bergamoteno (7,55%), Acetato de cedrila (6,58%), representando aproximadamente 66,25% da

composicdo do Gleo.

Tabela 5- Teores (%) dos compostos identificados do 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke.

Ref. Adams
tr (min) | IR Identificac&o (2007) % Rel.
3.470| 960 Trans-2-Heptan-1-ol 958 0,01
12.615| 1473 o-Macrocarpeno 1470 0,05
12.730| 1483 Cis 4,10-epoxi-amorfano 1481 0,06
12.870| 1494 Aristoloqueno 1490 0,05
13.020 | 1508 a-Muuroleno 1500 0,08
13.525 | 1558 a-Muurol-5-en-4-ol 1558 0,02
13.600 | 1565 Germacreno-B 1559 0,04
13.730 | 1578 Espatulenol 1576 0,08
13.905 | 1596 Guaiol 1600 0,68
14.165| 1610 Khusimone 1610 0,15
14.305| 1616 2-(72)-Bisaboladien-4-ol 1618 0,14
14.405| 1621 Bisaboladien-4-ol 1618 4,84
14.720 | 1635 y-Eudesmol 1630 0,58
15.150 | 1655 Himachalol 1552 0,26
15.460| 1669 B-Cariofileno 1668 32,43
15.795| 1685 a-Bergamoteno 1688 7,55
15.980| 1693 cis,trans-Farnesol 1693 0,27
16.430| 1714 a-Humuleno 1715 8,41




(Continuacéo)

27

Ref. Adams
tr (Min)| IR Identificacéo (2007) % Rel.
17.070| 1745 Khusimol 1741 1,02
17.240| 1753 NI 0,64
17.330| 1757 Ciclocolorenona 1759 1,29
17.445| 1763 Acetato de cedrila 1767 6,58
17.700 | 1775 Acetato de hinesol 1783 4,45
17.820| 1781 Isobutirato nerolidol 1783 1,41
17.930| 1786 -Bisaboleno 1789 11,28
18.495| 1792 B-Cedreno 1808 1,75
19.030 1813 Acetato de Farnesila 1845 1,18
19.930| 1840 Farnesil acetona 1886 0,33
21.330 | 1884 NI 1,88
21.690 | 1956 NI 2,31
22.030 | 1974 Geranil linalol 1998 2,12
22.365 | 1992 Dolabradieno 2000 0,53
Total 92,47%

IR- Indice de Retencdo, NI — N4o Identificado

Figura 4- Perfil cromatografico do 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke.
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52  ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO OLEORRESINA DE Copaifera reticulata

5.2.1 Teste de difusdo em disco

28

Foi observado que o Oleorresina Copaifera reticulata foi capaz de inibir o

crescimento de todos os microrganismos testados, entretaneto, apresentou maior atividade

contra as cepas de Gardnerella vaginalis e Staphylococcus epidermitidis, com halos de inibigé&o

13,33mm 13 mm, respectivamente. As meédias dos halos de inibi¢cdo dos microrganismos séo

mostrados na Tabela 6 e o registro fotografico das placas na Figura 5.

Tabela 6- Média e desvio padréo dos halos de inibi¢do em (mm) do teste
de difusdo em disco com Oleorresina de Copaifera reticulata frente a

patdgeno relacionados a vaginoses.

Micro-organismos

Halos (mm)

Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Gardnerella vaginalis

11,33+0,58

13,33+0,58

Figura 5- Registro fotografico das placas testadas com o ORCR pelo teste de difusdao em disco. a)
Gardnerella vaginalis; b) Staphylococcus aureus; c¢) Escherichia coli. O= (Oleorresina), S= (Controle
negativo); C*= ( Controle positivo).
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5.2.2 Concentra¢do minima inibitéria-CMI

Apbs a adicdo da resazurina nos pocos foi observado que as cepas de
Staphylococcus epidermitidis, Gardnerella vaginalis e Pseudomonas aeruginosa apresentaram
CMI de 500 pg/mL do dleorresina. Enquanto as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, uma CMI de 1000 pg/mL. Foi realizado o subcultivo dos pocos contendo da CMI e

determinado sua acdo bacteriostatica frente ao 6leorresina de Copaifera reticulata (Tabela 7).

Tabela 7- Concentracdo minima inibitdria (CMI) do ORCR contra
0s micro-organismos testados.

Microorganismos CMI (pg/mL)
Staphylococcus epidermidis 500
Pseudomonas aeruginosa 500
Staphylococcus aureus 1000
Escherichia coli 1000
Gardnerella vaginalis 500

5.3 DELINEAMENTO DAS FORMULACOES FITOTERAPICAS BASEADAS EM
MANTEIGA DE Astrocaryum murumuru Mart CONTENDO OLEORRESINA DE Copaifera

reticulata Ducke.

Apo0s 24h do preparo, as formulagdes com concentracdes de 250 mg/g e 500 mg/g
do ORCR, apresentaram-se macroscopicamente liquidas, transparentes e homogéneas.
Enquanto as formulacdes com concentracdes inferiores as supracitadas, 50 mg/g e 100 mg/g de

ORCR, apresentaram aspecto semissélido, opaco e homogéneo (Figura 6).

Figura 6-— Registro fotografico das formulacdes fitoterdpicas com
diferentes concentragfes de ORCR, na mesma concentragdo de agua e
manteiga de Murumuru. a) F2-M50A10 (50mg/g); b) F7-M50A10
(100mg/g); ¢) F12-M50A10 (250mg/g).
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5.4 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Apbs 24 h do preparo das formulagdes, todos as formulacdes foram submetidas a
luz polarizada, e as fotomicrografias estdo apresentadas nas Figuras 7, 8 e 9.

A incorporagéo de diferentes concentragdes de ORCR nas formulagdes influenciou
a formac&o de estruturas liquido-cristalinas. As formulagGes com maior concentracdo de 6leo,
a exemplo de 250 mg/g e 500 mg/g, ndo apresentaram anisotropia, pois ndo houve desvio do
plano da luz polarizada como demonstrado em suas fotomicrografias com campo escuro ou

isotropico (Figura 7).

Figura 7- Fotomicrografias das formulagdes nas concentragcdes de ORCR de 250 mg/g e 500
mg/g apresentando isotropia (campo escuro), observadas ao microscépio de luz polarizada, com
aumento de 50x. a) F12-M50A10 (250mg/g); b) F17- M50A10 (500mg/g).

Formulagdes com menores concentracfes de ORCR, a exemplo de 50 mg/g e 100
mg/g, independente dos conteldos de agua, mostraram-se anisotropicas e com birrefringéncia,
apresentando texturas em forma de estrias, caracteristico de estrutura liquido-cristalina de fase

hexagonal (Figuras 8 e 9).
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Figura 8- Fotomicrografias das formulagdes na concentracdo de 50 mg/g observadas ao microscépio de
luz polarizada apresentando anisotropia, com estrias caracteristicas de fase hexagonal, aumento 50x. a)
F1-M55A05; b) F2-M5A10; c) F3-M45A15; d) F4

“

Figura 9- Fotomicrografias das formulagdes na concentracdo de 100 mg/g observadas ao microscopio de
luz polarizada apresentando anisotropia, com estrias caracteristicas de fase hexagonal, aumento 50x. a) F6-
M55A05; b) F7-M50A10; c) F8-M45A15; d) F9-M40A20; e) F10-M35A25.

\

%-g___‘ b)

As formulagdes com concentracdes de 250 mg/g e 500 mg/g de ORCR néo se
adequaram aos objetivos do estudo, pois ndo apresentaram fase liquido-cristalina e aspecto
semissdlido. Desta forma, as formulacGes com concentracdes de 50mg/g e 100mg/g de ORCR,

foram selecionadas como candidatas ao desenvolvimento do gel vaginal fitoterapico.
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5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS FORMULACOES

Todas as formulacbes contendo ORCR apresentaram atividade antibacteriana.
Ademais, as médias dos halos de inibicdo diminuiram a medida que houve reducdo da
proporcédo da fase oleosa em detrimento da proporcéo da fase aquosa das formulagoes.

A formulacdo (F1-M55A05) apresentou maior atividade frente a cepa de
Gardnerella vaginalis, com halo de inibicdo médio de 14,33 mm. Ja as formulac¢des contendo
100mg/g de ORCR, a exemplo das F7-M50A10 e F8-M45A15, apresentaram maior atividade
frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, ambas com halo de inibigéo
médio de 16,33 mm (Tabelas 8 e 9). Ao comparar as médias dos halos de inibicdo das
formulacBes com as do dleorresina, foi observado que a cepa de Pseudomonas aeruginosa foi

a que demonstrou maior aumento no halo de inibicéo.

Tabela 8- Médias e desvio padrdo dos halos de inibicdo em (mm) do teste de perfuracdo em agar das

formulages com ORCR na concentragdo de 50 mg/g frente a patdgenos relacionados a vaginose.

Formulag6es com ORCR 50mg/g

Micro-organismos F6-M55A05 F7-M50A10 F8-M45A15 F9-M40A20 F10-M35A25
S. epidermidis  11,67+0,58 11,33+0,58 11,00+0,00 10,33+0,58 9,33+0,58
P.aeruginosa  13,00+1,00 13,33+0,58 13,33+0,58 12,67+0,58 12,33+0,58

S.aureus 12,33+0,58 13,00+0,00 12,33+0,58 11,67+0,58 11,33+0,58
E. coli 12,67+0,58 12,67+0,58 12,00+0,00 11,67+0,58 11,33+0,58
G.vaginallis  14,33+0,58 14,00+1,00 13,33+0,58 13,00+0,00 12,00+0,00

Tabela 9- Médias e desvio padrdo dos halos de inibicdo em (mm) do teste de perfuracdo em agar das

formulagGes com ORCR na concentragdo de 100 mg/g frente a patégenos relacionados a vaginose

Formulacdes com ORCR 100mg/g
Micro-organismos F6-M55A05 F7-M50A10 F8-M45A15 F9-M40A20 F10-M35A25

S. epidermidis  15,67+0,58 14,67+0,58 13,67+0,58 12,67+0,58 12,00+0,00
P.aeruginosa  15,67+058 16,33+0,58 16,33+0,58 14,67+0,58 13,67+0,58
S.aureus 13,67+0,58 14,00+0,58 14,33+0,58 13,00+1,00 11,33+0,58
E. coli 15,33+0,58 16,33+0,58 16,33+0,58 14,67+0,58 13,67+0,58
G.vaginallis  15,67+0,58 14,67+0,58 13,67+0,58 12,67+0,58 12,00+0,00
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Para a selecdo das formulagcbes com potencial aplicagdo no tratamento de
vaginoses, foi realizado a comparacdo dos halos de inibicdo do Oleorresina de Copaifera
reticulata frente aos micro-organismos testados.

As formulagdes com concentracdes de 50mg/g e 100mg/g apresentaram halos de
inibicdo superiores quando comparados com os halos de inibicdo do ORCR, exceto as
formulacGes na concentragdo de 50mg/g testados com a cepa de Staphylococcus epidermidis.

Ao comparar as médias dos halos das formulacdes de 50mg/g com os halos do
ORCR foi observado que para as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli todas
as amostras possuiam halos de inibicdo significativos (p<0,0001). Apesar dos halos de inibicdo
das formulacGes serem superiores para as cepas de Staphylococcus aureus e Gardnerella
vaginalis, estes ndo demonstraram ser significativos (p<0,0001), (Figura 10).

Por outro lado, ao comparar as médias dos halos das formulaces de 100mg/g com
os halos do ORCR, também foi observado que para as cepas de Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli todas as amostras possuiam halos de inibi¢cdo significativos (p<0,0001). No
entanto, para a cepa de Gardnerella vaginalis todas as formulagdes foram ativas, apenas a
formulacdo F10-M35A25 nédo foi estatisticamente significativa (p<0,0001). Ja para a cepa de
Staphylococcus epidermidis, apenas as formulages F6-M55A05, F7-M50A10 e F8-M45A15
foram estatisticamente significativas. Para Staphylococcus aureus somente a amostra F6-
MS55A05 foi significativa (p<0,0001), (Figura 11).



Figura 10- Grafico das médias dos diametros dos halos inibicdo (mm) do grupo das formulagdes com
50mg/g de ORCR frentes os micro-organismos testados através do método de perfuragéo em &gar. *p
< 0,0001 em comparacdo aos valores obtidos do ORCR (ANOVA, seguida teste de Dunnet).
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Figura 11- Grafico das médias dos didmetros dos halos inibi¢cdo (mm) do grupo das formulag8es com
100mg/g de ORCR frentes os micro-organismos testados através do método de perfuracdo em 4gar.
*p < 0,0001 em comparacdo aos valores obtidos do ORCR (ANOVA, seguida teste de Dunnet).
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Desta forma, as formulagdes do grupo de 50mg/g de ORCR apresentaram
significancia estatistica apenas para as cepas de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,
enquanto que as formulacbes contendo 100mg/g de 6leo apresentaram halo de inibigédo
superiores frente aos microrganismos testados, e na analise estatistica foi observada maior
significancia em relacdo aos halos de inibicdo ORCR para a maioria dos patdgenos.

Além disso, as formulagdes com maiores concentragdes de fase aquosa, F4-
M40A20, F5-M35A25, F9-M40A20 e F10-M35A25 apresentam os menores halos de inibicao,
além de apresentar elevada viscosidade e baixa espalhabilidade, o que as tornaram de dificil
aspiracao e extrusao pelas seringas utilizadas para aplicagéo das formulac¢6es nos pogos, durante
a perfuracdo em agar. Os fatores supracitados também podem limitar a aplicagdo dessas
formulagBGes como sistema de liberacdo de farmacos em cavidades revestidas por mucosas, a
exemplo da mucosa vaginal, por isso, essas formulacdes foram excluidas deste estudo.

Verificou-se que as formulagdes base, sem o ORCR incorporado (controle
negativo), também apresentaram atividade antimicrobiana. Em vista disso, realizou-se a
atividade antimicrobiana individualmente dos constituintes da formulacdo, e apenas o
Procetyl® apresentou atividade para todos 0s micro-organismos.

Diante destes resultados, foram selecionadas as formulagdes F6-M55A05 F7-
M50A10 F8-M45A15 para o ao estudo de estabilidade acelerada, pois dentre todas as
formulacOes testadas, foram as que apresentaram 0s maiores halos de inibicdo e adequada
viscosidade. Devido a influéncia da atividade antimicrobiana das formulacdes base, os valores
dos halos de inibicdo passaram a ser registradas e comparadas a significancia estatistica dos

halos de inibig&o destas formulagdes no estudo de estabilidade acelerada.

5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA

5.6.1 Avaliacdo das Caracteristicas Organolépticas

As formulac@es pré-selecionadas, F6-M55A05, F7-M50A10 e F8-M45A15 e suas
bases (sem ORCR incorporado), foram submetidas ao estudo de estabilidade acelerada
monitoradas periodicamente durante 60 dias. Na tabela 10 estdo descritos os resultados da
caracterizacdo organolepticas. Todas as formulagdes acondicionadas na temperatura ambiente
(25°C) ndo sofreram modificacGes em relacéo a cor, odor ou aparéncia fisica. Porém, apenas as

formulacBes com ORCR expostas & temperatura de estufa (45°C), apresentaram alteragdes no
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odor a partir do 30° dia, ocorrendo perda do odor caracteristico do éleorresina de Copaifera
reticulata, intensificando-se no 60° dia.

Tabela 10- Resultados da avaliagdo das caracteristicas organolépticas (cor, odor, aparéncia) das formulacées
analisadas durante o periodo de 60 dias.

Formulacdes Dial Dia 15 Dia 30 Dia 60
F6-M55A05 N N N N
F7-M50A10 N N N N
Ambiente F8-M45A15 N N N N
(25x2°C) Base F6-M55A05 N N N N
Base F7-M50A10 N N N N
Base F8-M45A15 N N N N
F6-M55A05 N N LMO MO
F7-M50A10 N N LMO MO
Estufa F8-M45A15 N N LMO MO
(45x2°C) Base F6-M55A05 N N N N
Base F7-M50A10 N N N N
Base F8-M45A15 N N N N

N = Normal, LMO = Leve Modificacdo do Odor, MO = Modificag¢do no Odor

5.7 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA
SOBRE POSSIVEIS ALTERACOES FISICAS NAS ESTRUTURAS LIQUIDO-
CRISTALINAS DAS FORMULACOES

Durante o estudo de estabilidade as formulagfes foram submetidas a microscopia
de luz polarizada periodicamente, a fim de verificar possiveis alteracdes na fase liquido
cristalina das formulagbes armazenadas em diferentes temperaturas. De acordo com as
fotomicrografias foi possivel observar que apesar das formulagcdes apresentarem leves
mudancas microscépicas, como alteracdes em sua estrutura estriada, em ambas as temperaturas

de armazenamento (25+2°C e 45+2°C) ndo ocorreu mudanca de fase cristalina (Apéndice A).

5.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA
SOBRE A ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS FORMULACOES

Todas as formulagGes base (sem ORCR) demonstraram atividade antimicrobiana e
mantiveram halos de inibicdo estaveis, ndo apontando diferenca estatistica significantes entre
si, em ambas as temperaturas de armazenamento durante os 60 dias. No entanto, todas as
formulacdes a 100mg/g de ORCR apresentaram halos de inibi¢&o superiores, com significancia

estatistica quando comparadas com os halos de inibicdo das bases.
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Os halos de inibigdo variaram entre as formulagdes com ORCR submetidas em
temperaturas ambiente (25°C+2°C) e estufa (45°C+2°C), porém, no geral os halos de inibi¢do
das amostras a temperatura de 25°C foram superiores aos das amostras na temperatura de 45°C.

Ao comparar os halos de inibi¢do das formulacdes com a cepa de Staphylococcus
epidermidis, foi observado que ambas as formulagdes F6-M55A05 e F7-M50A10 né&o
demonstraram variacao significativa nos halos de inibigc&o para esta cepa durante os 60 dias na
temperatura de 25°C, porém na temperatura de 45°C apresentaram variagdo significativa nos
halos de inibicédo a partir do 30° dia. Enquanto a F8-M45A15 demonstrou variacéo significativa
nos halos de inibic&o a partir do 60° dia na temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de
45°C apresentou variacgdo significativa nos halos de inibicédo a partir do 30°dia (Tabela 11).

Tabela 11- Média dos halos de inibi¢do da cepa de Staphylococcus epidermidis sobre as formulagdes testadas
em duas temperaturas de armazenamento durante 60 dias, para avaliar a influéncia da estabilidade acelerada
sobre a capacidade de difusdo das formulacdes.

Staphylococcus epidermidis

Formulacdes
F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15

Base F6-M55A05
Base F7-M50A10
Base F8-M45A15

T°C

25°C+2°C

1°dia
15,330,583
14,67+0,58"2
13,33+0,58"°
10,33+0,58"¢
10,67+1,00¢
10,00+0,00"°

15°dia
15,33+0,58%
14,67+0,58"2
13,67+0,58Ab
10,67+0,58"°
10,33+0,58"°
10,33+0,58"¢

30°dia
15,67+0,58"2
14,33+1,007°
13,67+0,587°
10,67+0,58"°
11,00+1,004¢
10,67+0,58A

60°dia
15+0,002
14,330,582
12,33+0,585°
10,00£1,007°
10,67+0,58"°
9,67+0,58B¢

F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15
Base F6-M55A05
Base F7-M50A10
Base F8-M45A15

45°C+2°C

15,67+0,58"2
14,67+0,58"2
13,67+0,58"°
10,33+0,585¢
10,00+0,008¢
10,00+0,008¢

15,67+0,58Aa
14,67+0,58Aa
13,33+0,58ADb
11,67+0,58Ac
11,33+0,58Ac
11,33+0,58Ac

15,33+0,585°
13,33+0,585°
12,33+0,585¢
10,33+0,585¢
10,33+0,585¢
10,00+0,008¢

15+0,0052
12,33+0,5882
11,67+0,588°
9,67+0,58°°
9,00+0,00¢
9,67+0,58¢¢

Médias com letras diferentes (Mailscula na linha e minGscula na coluna) indicam diferenga estatistica (P<0,05)

pelo teste de Tukey.

Quando a formulagdo F6-M55A05 foi testada frente a cepa de Pseudomonas
aeruginosa, ndo houve variacdo significativa nos halos de inibicdo durante os 60 dias a
temperatura de 25°C. Porém na temperatura de 45°C apresentou variacao significativa nos halos
a partir do 60° dia. Enquanto a F7-M50A10 apresentou variagdo significativa nos halos de
inibicdo a partir do 60° dia na temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de 45°C,
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apresentou variagdo significativa nos halos de inibigdo a partir do 15°dia. J4 a formulacéo F8-
M45A15 apresentou variagdo significativa nos halos de inibicdo a partir do 30° dia a
temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de 45°C comecou a apresentar variagdo

significativa nos halos a partir do 15°dia (Tabela 12).

Tabela 12- Média dos halos de inibicdo da cepa de Pseudomonas aeruginosa sobre as formulacgdes testadas em
duas temperaturas de armazenamento durante 60 dias, para avaliar a influéncia da estabilidade acelerada sobre a

capacidade de difusdo das formulacdes.

Pseudomonas aeruginosa

T°C Formulacdes
F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15

Base F6-M55A05
Base F7-M50A10

Base F8-M45A15

25°C+2°C

1°dia
16,67+0,58"
16,33+0,58"2
16+1,004
11+1,007
10,330,587
10+1,004¢

15°dia
16,00+0,001
16,000,001
15,67+0,58%
10,33+0,584°
10,67+0,58%°
10,330,584

30°dia
15,67+0,58"
15,67+0,58"2
15,33+0,5882
10,67+0,58A
10,33+0,58A¢
10,33+0,58*¢

60°dia
15,33+0,5852
15,330,585
14,67+0,5882
10,67+0,584°
100,004
9+0,008¢

F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15
Base F6-M55A05
Base F7-M50A10
Base F8-M45A15

45°C+2°C

16,67+0,58"2
15,67+0,58%2
16,33+0,58%2
10,67+0,58"°
10,33+0,58"°
10,33+0,58%°

15,33+0,5852
15,33+0,58"
15,00+0,008°
10,67+0,58"°
11,00+0,00%¢
10,67+0,58%°

15,67+0,58*2
13,67+0,58%¢
14,67+0,585°
11,00+0,004¢
10,67+0,58”
10,00+1,00%¢

14,67+0,5882
13,67+0,58°
14+0,00¢P
11+0,584¢
10,33+0,58%°
10,67+0,58%°

Médias com letras diferentes (Mailscula na linha e minascula na coluna) indicam diferenga estatistica (P<0,05)

pelo teste de Tukey.

Quando a formulacdo F6-M55A05 foi testada frente a cepa de Staphylococcus
aureus, ndo houve variacdo significativa nos halos de inibicdo durante os 60 dias a temperatura
de 25°C. Contudo, na temperatura de 45°C apresentou variagdo nos halos a partir do 30° dia. A
formulacdo F7-M50A10 apresentou variacdo significativa nos halos de inibigéo a partir do 60°
dia a temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de 45°C comegou a apresentar variagcao
significativa nos halos a partir do 30°dia. Ja a formulacdo F8-M45A15 também demonstrou
variacao significativa nos halos de inibicéo a partir do 60° dia a temperatura de 25°C, enquanto
na temperatura de 25°C comecou a apresentar variacdo nos halos de inibi¢éo a partir do 15°dia
(Tabela 13).
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Tabela 13- Média dos halos de inibicdo da cepa de Staphylococcus aureus sobre as formulacGes testadas em

duas temperaturas de armazenamento durante 60 dias, para avaliar a influéncia da estabilidade acelerada sobre a

capacidade de difusdo das formulag6es.

Staphylococcus aureus

T°C Formulacdes
F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15

Base F6-M55A05
Base F7-M50A10

Base F8-M45A15

25°C+2°C

1°dia
13,67+0,58"2
14,33+0,58"2
13,33+0,58"°
10,33+0,58"¢
10,33+0,58"¢
10,33+0,58"¢

15°dia
13,330,582
14,00+0,00"2
13,67+0,58"
10,67+0,58"°
10,33+0,58%¢
10,33+0,58"¢

30°dia
13,67+0,58"2
13,67+0,58%2
13,33+0,58"°
10+0,007°
10,67+0,58"¢
10,67+0,58A

60°dia
13+1,001
13,33+0,5882
12+0,008°
9,67+0,585¢
10,33+0,58A
10,67+0,58A

F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15
Base F6-M55A05
Base F7-M50A10
Base F8-M45A15

45°C+2°C

14,33+0,58"
14,00+0,004
14,33+0,58"
100,004
10,33+0,58"¢

13,67+0,58"2
13,33+0,58"°
13,00+1,008°
9,67+0,58"4
10,33+0,58”¢

13,330,585
13,00+1,008°
12,33+0,588°
9,33+0,58B¢
10,000,004

10,33+0,58"¢ 10,33+0,58"9 10,33+0,58°¢

12,67+0,5882
12,67+0,5882
11,67+0,58°
9,67+0,58*¢
10,33+0,58”
100,001

Médias com letras diferentes (Mailscula na linha e minascula na coluna) indicam diferenga estatistica (P<0,05)

pelo teste de Tukey.

Testada frente a cepa de Escherichia coli, a formulagcdo F6-M55A05 apresentou

variacdo significativa nos halos de inibicdo a partir do 60° dia a temperatura de 25°C, enquanto
na temperatura de 45°C houve variacdo nos halos a partir do 30° dia. A formulacdo F7-
M50A10 apresentou variagdo significativa nos halos de inibicdo a partir do 60° dia a
temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de 45°C comecou a apresentar variagdo nos
halos a partir do 30°dia. E a formulacdo F8-M45A15 demonstrou variacdo significativa nos
halos de inibicdo a partir do 60° dia a temperatura de 25°C, enquanto na temperatura de 45°C

comecou a apresentar variacdo nos halos a partir do 15°dia (Tabela 14).
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Tabela 14- Média dos halos de inibicdo da cepa de Escherichia coli sobre as formulacGes testadas em duas

temperaturas de armazenamento durante 60 dias, para avaliar a influéncia da estabilidade acelerada sobre a

capacidade de difusdo das formulag6es.

Escherichia coli

T°C Formulacdes
F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15

Base F6-M55A05
Base F7-M50A10

Base F8-M45A15

25°C+2°C

1°dia
16,00+1,0042
16,330,582
16,00+0,00%
10,67+0,58B¢
10,33+0,58%¢
10,33+0,58%¢

15°dia
16,33+0,58"
16,33+0,58"
15,33+0,58"°
10,33A+0,585¢
10,67+0,58Ac
10,00+1,00Ac

30°dia
16,33+0,58"2
15,67+0,58%2
15,67+0,58"
11,67+0,58A
10,33+0,58"¢
10,33+0,58"¢

60°dia
15,33+0,5882
14,67+0,5882
14,33+1,008°
11,67+0,58A¢
10,00+0,00"¢
9,67+0,581

F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15
Base F6-M55A05
Base F7-M50A10
Base F8-M45A15

45°C+2°C

16,33+0,58"2
15,67+0,58"°
16,33+0,58%2
10,33+0,58%°
10,33£0,58"°
10,33£0,58"°

16,67+0,58"2
15,33+0,58"°
15,33+0,585°
10,33+0,58%°
10,00+1,00%°
10,67+0,58”

15,33+0,585°
14,00+1,008¢
14,33+0,58¢¢
10,67+0,58Af
10,330,584
9,330,585

14,67+0,588°
13,67+0,58¢°
13,33+0,58™
10,00+0,00"¢
9,67+0,581
9,33+0,585f

Médias com letras diferentes (Mailscula na linha e minGscula na coluna) indicam diferenca estatistica (P<0,05)

pelo teste de Tukey.

Testada frente a cepa de Gardnerella vaginalis, a formulacdo F6-M55A05 nao
demonstrou variagdo significativa nos halos de inibi¢cdo durante os 60 dias em ambas as
temperaturas de armazenamento, 25°C e 45°C. Enquanto as formula¢bes F7-M50A10 e -
M45A15 somente apresentaram variacdo significativa nos halos de inibicdo a partir do 60° dia
nas temperatura de 25°C e 45°C (Tabela 15).

Tabela 15- Média dos halos de inibi¢do da cepa de Gardnerella vaginalis sobre as formulagdes testadas em duas
temperaturas de armazenamento durante 60 dias, para avaliar a influéncia da estabilidade acelerada sobre a

capacidade de difuséo das formulacdes.

Gardnerella vaginalis

T°C Formulacodes 1°dia 15°dia 30°dia 60°dia
F6-M55A05 17,00+1,00% 16,67+0,58"% 16,67+0,58"% 16,33+0,58"2
F7-M50A10 16,67+0,58"% 16,67+0,58"% 16,33+0,58"%  16+1,0082

25°C+2°C F8-M45A15 16,67+0,58"% 16,67+0,58"% 16,33+1,00% 15,67+0,5852
Base F6-M55A05 12,33+0,58”° 12.33+0,58"° 11,67+0,58"¢ 11,67+0,58""
Base F7-M50A10 12,00+1,00%° 12,33+0,58"° 11,67+0,58"° 11,330,585
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Gardnerella vaginalis

T°C
25°C+2°C

Formulacodes

Base F8-M45A15

1°dia
12,00+1,001°

15°dia
11,67+0,58A¢

30°dia
11,33+0,58%¢

60°dia
10,67+0,588B°

45°C+2°C

F6-M55A05
F7-M50A10
F8-M45A15

16,67+0,58"
16,67+0,58"
16,33+0,58"

16,33+0,58"
16,67+0,58"
16,00+1,007

16,33+0,58"2
16,330,582
15,67+0,584°

16+1,00%a
15,67+0,58852
15,67+0,0082

Base F6-M55A05 11,33+0,58P 11,67+0,584°
Base F7-M50A10 11,67+0,58"° 11,67+0,58"° 11,67+0,58"° 11,33+0,58"
Base F8-M45A15 11,67+0,58"° 11,33+0,58"° 11,33+0,58"¢ 11,33+0,58""

Médias com letras diferentes (Maiuscula na linha e minGscula na coluna) indicam diferenca estatistica (P<0,05)

11,00+0,00¢ 11,67+0,58%°

pelo teste de Tukey.

Diante dos resultados supracitados, foi possivel verificar que, dentre as formulacGes
testadas frente aos micro-organismos associados a vaginose, as formulagdes com a menor
proporcéo de fase aquosa, F6-M55A05 e F7-M50A10, demonstraram melhores medias de halos
de inibicdo para atividade antimicrobiana. Além disso, houve baixa variacdo nos halos de
inibicdo na temperatura de 25°C durante os 60 dias. Quando armazenadas sob temperatura de
45°C, houve variagdo dos tamanhos dos halos de inibigéo entre 0 30° e 60°dia.

No entanto, a formulacdo F6-M55A05 se destacou por exibir melhor estabilidade
em ambas as temperaturas durante os 60 dias de armazenamento. Ja a formulacdo F8-M45A15,
com maior proporcéo de fase aquosa, apresentou menor atividade antibacteriana com tamanhos
inferiores de halos de inibicdo, sendo a formulagdo menos estavel. Desta forma, foi evidenciado
gue o0 aumento na concentracao de agua nas formulagdes influenciou negativamente a atividade

antimicrobiana e na estabilidade das formulacgdes.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, os compostos identificados no éleorresina de copaiba estdo de
acordo com os descritos na literatura. Em comparacdo com o trabalho de HERRERO-
JAUREGUI et al. (2011), no qual se realizou a analise quimica de 31 amostras de 6leorresina
de Copaifera reticulata coletadas em diferentes periodos, e verificou-se que os principais
compostos encontrados eram sesquiterpenos, principalmente o 3-Bisaboleno (30,92%), trans-
a-Bergamoteno (21.8%) e o B-Cariofileno (17,42%).

VEIGA JUNIOR et al (2007) analisou a constituicdo quimica de trés espécies de
copaiba, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera reticulata Ducke e Copaifera cearensis Huber
ex Ducke. Todas as espécies estudadas apresentaram o B-Cariofileno como composto
majoritario, com os valores de 57,5%, 19,7%, 40,9%, respectivamente.

Apesar das espécies de copaiba possuirem variagfes na composicdo quimica dos
Oleos-resinas, o B-Cariofileno e o a-Bergamoteno sdo considerados os principais marcadores
quimicos do éleorresina do género Copaifera. Anteriormente, o &cido copalico era considerado
o principal marcador quimico (CASCON; GILBERT, 2000; LAMEIRA et al., 2009;
SANT'ANNA et al., 2007; MARTINS DA SILVA et al., 2008).

Neste trabalho o B-Cariofileno foi o composto majoritario, sendo geralmente
encontradona mistura de iso-Cariofileno, a-Humuleno e Germacreno D, apresentando um anel
ciclobutano, sendo uma caracteristica molecular raramente encontrada na natureza (SABULAL
etal., 2006). No entanto ele também é encontrado em outras espécies vegetais, como nas folhas
de Laurus novocanariensis e Cinnamomum osmophloeum “Louro” e “Canela indigena”,
respectivamente (RODILLA et al., 2008).

O B-Cariofileno é considerado um dos compostos de maior relevancia no
oleorresina de copaiba, sendo descritos na literatura diferentes atividades bioldgicas, como anti-
inflamatdria (CHAVAN et al., 2010), inseticida (RODILLA et al., 2008), anticancerigeno (DI
SOTTO et al., 2010; LEGAULT et al., 2007), anestésico local (GHELARDINI et al., 2001) e
antimicrobiano (HUANG et al., 2012). No estudo realizado por MENDONCA e ONOFRE
(2009), foi descrita a atividade do Oleorresina de Copaifera multijuga Hayne contra cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, registrando halos de
inibicdo de 12 mm para E. coli e 13 mm para S. aureus e P. aeruginosa.

PEREIRA et al., (2018) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leorresina de uma
espécie de Copaifera sp. e compararam com a a¢do do 6leo comercial de copaiba frente as cepas

padrdo de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, pelo método
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de difusdo em disco. Nesse estudo, foi verificado que ambos os éleos apresentam atividade
antibacteriana, sendo que Escherichia coli foi 0 microrganismo mais sensivel, apresentando
halos de inibicdo de 17,6 mm e 17,8 mm, para o 6leo obtido de fonte natural e o 6leo comercial,
respectivamente. A cepa Staphylococcus aureus também foi sensivel aos 6leos, apresentando
halos de inibi¢do de 11,7 mm e 11,5 mm para o 6leo obtido de fonte natural e o 6leo comercial.
Os 0leos testados ndo foram ativos contra a cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Neste trabalho os micro-organismos apresentaram uma CMI entre 1000-500
ug/mL, porém na literatura ndo ha um consenso em relacéo aos valores de referéncia para a
CMI de amostras de produtos naturais. Alguns autores estabeleceram valores de referéncia para
a CMI de produtos naturais, como ALIGIANNIS et al., (2001), consideram a CMI com valores
menores que 500 pg/mL como potentes inibidores, CMI entre 600 e 1500 pg/mL como
inibidores moderados e CMI acima de 1600 pug/mL como fraco inibidor. JA WEBSTER et al.,
(2008) estabeleceram uma CMI satisfatoria com valores iguais ou menores que 1000 pg/mL.

Outros autores observaram valores superiores de CMI com a espécie de Copaifera
reticulata e também com espécies diferentes de Copaifera. A exemplo, o estudo de SANTOS
et al., (2008), que avaliaram a atividade antimicrobiana do Oleorresina de trés espécies
diferentes de copaibeira, C. martii, C. officinalis e C. reticulata, coletadas no estado do Acre,
apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis e Klebsiella pneumoniae, com a CMI variando entre 62,5-125 pg/ml.

MASSON et al.,, (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do
6leorresina da Copaifera langsdorffii frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli relacionadas com infecgdes
de tlceras cutaneas, obtendo valores de CIM de 200 pg/mL, 400 pg/mL e 1100 pg/mL para S.
aureus, S. pyogenes e E. faecalis, respectivamente. No entanto, as cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli ndo foram sensiveis ao 6leorresina desta espécie.

BARDAJI et al. (2016) também avaliaram a atividade antimicrobiana do
oléorresina de C. reticulata testado contra patdgenos orais como Enterococcus faecalis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis e Fusobacterium nucleatum, ontendo uma
CMI superior, variando entre 25 pg/mL a 100 pg/mL, relativa a acdo bactericida.

No estudo de ZIECH et al. (2013) o oléorresina de C. reticulata demonstrou
atividade bacteriostatica na concentracdo de 164 pg/mL e bactericida a 1310 pg/mL frente a

cepas multirresistentes de Staphylococcus coagulase positiva.
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As diferengas entre os resultados dos halos de inibi¢do e da CMI do 6leorresina de
Copaifera reticulata com os resultados dos outros autores podem ser estar relacionados com a
variacdo na composicdo quimica entre as copaibeiras, sendo comum até mesmo entre
individuos da mesma espécie, sendo influenciado principalmente por fatores ambientais, como
luminosidade, nutrientes do solo, sazonalidade, e também por fatores biolégicos como a
infecgdo por fitopatdgenos (CASCON; GILBERT 2000; SANTOS et al., 2008).

Os mecanismos de acdo responsaveis pela atividade antimicrobiana do ORCR ainda
ndo foram muito bem elucidados. De acordo com SANTOS et al., (2008) e URZUA et al.,
(2008) o dleorresina de copaiba é capaz de interferir na integridade da parede celular bacteriana,
podendo ocasionar lise ou rompimento, liberando o material citoplasméatico para o meio
externo. De acordo com estes autores, as moléculas que promovem a atividade antibacteriana
sdo capazes de atuar na parede celular interagindo com grupos fosforilados que regulam a
manutencdo deste compartimento celular.

HUANG et al., (2012) e TOGASHI et al., (2008) descreveram que 0s terpenoides
podem atravessar a membrana plasmatica e interferir na permeabilidade iénica da célula
bacteriana, principalmente sobre a bomba de H*, prejudicando a producéo de energia a nivel de
membrana, sendo este efeito atribuido principalmente ao f-Cariofileno.

Ainda sdo escassas as comprovagcdes cientificas acerca do potencial uso da copaiba
para o tratamento de afecgdes do trato reprodutor feminino, bem como da sua atividade
antimicrobiana frente a cepa de Gardnerella vaginalis. BRITO et al., (2001), avaliaram o0s
efeitos macro e microscopicos do 6leorresina de Copaifera sp. sobre a mucosa vaginal de ratas,
em que foi observado baixa interagdo com a mucosa, promovendo a formagdo de grumos
esbranquicados aderidos a parede vaginal.

A incorporacdo do Oleorresina de Copaifera reticulata em sistema farmacéutico
emulsionado do tipo liquido cristalino é vantajosa para a otimizacdo da sua permeacdo em pele
e mucosas. A estrutura de micelas organizadas das formulages liquido cristalinas favorece a
protecdo das substancias ativas contidas em 6leos, uma vez que, 0 empacotamento dentro de
suas matrizes minimiza os processos de degradacdo como a oxidacdo (SABULAL et al., 2006).

No delineamento farmacéutico, as formulagdes com 250mg/g e 500mg/g de ORCR,
ndo apresentaram aspecto semissolido e microscopicamente apresentaram-se isotropicas.
Devido a alta concentragédo de 6leorresina de copaiba nas formulagdes supracitadas, ndo houve
a gelificagdo fases liquido cristalinas, provavelmente, & natureza sesquiterpénica do 6leorresina
com insaturagbes em sua cadeia carbodnica dificultaram o empacotamento da fase oleosa.

Compostos insaturados séo capazes de influenciar fortemente a auto-organiza¢do molecular na
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formacdo de géis, pois diminuem as interagdes intermoleculares dos constituintes, como as
interacOes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals, alterando o ponto
de fusédo do sistema. (JOHN et al., 2004; JOHN; VEMULA, 2006).

As formulacbes contendo 50mg/g e 100mg/g de ORCR apresentam-se como
sistemas liquido cristalinos de fase hexagonal, tanto pelas suas caracteristicas macroscépicas,
aparéncia de gel, quanto pelas suas caracteristicas microscopicas, apresentando anisotropia e
birrefringéncia, com arranjos angulares em forma de estrias. Cristais liquidos de fase hexagonal
consistem de estruturas internas de micelas dispostas continuamente em formas cilindricas
organizadas como um hexagono (MULLER-GOYMANN, 2004; PHELPS et al., 2011).

A alta viscosidade das formulagdes F4-M40A20, F5-M35A25, F9-M40A20 e F10-
M35A25A, do grupo 50mg/g e 100mg/g, esta relacionada a alta concentracdo da fase aquosa.
A formacdo de cristais liquidos em altas concentracGes de fase aquosa ocorre geralmente
quando séo adicionado no sistema tensoativos altamente hidrofilicos, como o Procetyl®, sendo
o valor de seu EHL=16. O aumento da concentragdo de agua promove uma maior interacdo em
torno da extremidade polar do Procetyl®, promovendo maior nimero de ligacdes de hidrogénio
com organiza¢6es mais complexas e rigidas, aumentando sua viscosidade, assemelhando-se aos
cristais-liquidos de fase cubica (ALAM et al., 2010).

A viscosidade é uma propriedade fisica de suma importancia para a escolha de
formulagdes com aplicagdo em mucosas e pele (BRUSCHI; FREITAS, 2005). Desta forma,
formulagcGes mais fluidas e com viscosidades moderadas possuem mais vantagens técnicas para
uma facil aplicacdo dentro de cavidade de mucosas, a exemplo de géis vaginais (ANDREWS;
JONES, 2006).

Em relacéo a atividade antimicrobiana, foi observado que ao incorporar o ORCR
nas formulacGes liquido-cristalinas, ocorreu um aumento em sua atividade antibacteriana,
principalmente das formulacGes do grupo de 100mg/g de ORCR. As formula¢Ges com menores
concentragdo de fase aquosa demonstraram ser mais fluidas e apresentaram maior atividade
antimicrobiana, enquanto as formulagcGes com maior concentracdo de dgua demonstraram ser
mais viscosas e com menores halos de inibicdo. Desta forma, o aumento da viscosidade pode
estar atuando como um fator limitante na inibicdo do crescimento bacteriano. Por este motivo,
foram selecionadas as formulagdes com menor concentracdo de agua, F6-M55A05, F7-
M50A10 e F8-M45A15 (5, 10 e 15%, respectivamente).

Os cristais-liquidos sdo capazes de potencializar a agdo terapéutica antimicrobiana,
pois promovem uma interagcdo mais efetiva dos compostos ativos entre as membranas celulares

bacterianas, facilitando sua entrada, otimizando o tempo de contato e consequentemente sua
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acdo biolégica (HEGMANN, HAO; MARX, 2007; VAN DER LUBBEN et al., 2001;).
RAMOS et al., (2016) avaliaram a atividade antifungica do extrato de Syngonanthus nitens
Bong. de um sistema percursor liquido-cristalino para o tratamento de vulvovaginite causada
por Candida krusei. Os constituintes da formulacdo foram o Procetyl®, utilizado como
surfactante, acido oleico como fase oleosa e uma dispersao de 2,5% de Carbopol® 974P e 2,5%
de Polycarbophil® como fase aquosa. Os autores realizaram a CMI da formulacgdo contendo o
extrato de S.nitens incorporado a formulacdo e somente o extrato, e verificaram que o extrato
apresentou CMI nas concentracfes entre 62,5 e 125ug/mL, enquanto que a formulacdo com o
extrato apresentou uma CMI entre 31,25 e 62,5 pg/mL.

SALMAZI et al., (2015) avaliou a atividade antifingica de um sistema percursor
liquido-cristalino com curcumina incorporada para o tratamento da candidiase vaginal. A
formulacdo apresentava em sua composicao Procetyl®, acido oleico como fase oleosa e uma
dispersdo de quitosana a 0,5% como fase aquosa. Os autores também avaliaram a CMI da
curcumina livre e da incorporada na formulagcéo. A curcumina livre apresentou CMI de 1000
pg/mL para as cepas de Candida albicans, porém ao ser incorporada na formulagdo demonstrou
uma CMI nas concentragdes 62,5 e 500 pg/mL para as cepas Candida albicans.

As formulagdes base (sem ORCR) também apresentaram atividade antimicrobiana.
Em vista disso, foi realizado o teste da atividade antibacteriana para cada constituinte, e foi
observado que o responsavel pela atividade antimicrobiana foi o Procetyl®. Os surfactantes sdo
compostos que podem apresentar atividade antimicrobiana devido a sua acdo solubilizante, os
quais provocam alteracdes na fluidez e na permeabilidade da membrana citoplasmatica,
causando vazamento de constituintes celulares, como ions e macromoléculas (HAMOUDA,
BAKER, 2000; KOFONOW,; ADAPPA, 2012; VISCARDI et al., 2000; WU et al., 2011).

No estudo de estabilidade, ao avaliar as caracteristicas organolépticas das
formulacGes, foi notado que a partir do 30° dia o grupo das formulaces com ORCR
armazenados em temperatura de 45°C apresentaram alteracGes no odor, ocorrendo diminuicao
no odor caracteristico do Oleorresina de copaiba. As alteracbes nas caracteristicas
organolépticas em altas temperaturas sdo esperadas, pois cada aumento de 10°C na temperatura
pode acelerar entre duas a cinco vezes a degradagdo de farmacos, promovendo a perda de
atividade bioldgica e/ou volatilizagdo dos componentes das formulacdes (AULTON, 2005;
PINTO et al., 2003).

A avaliacdo da influéncia do estudo de estabilidade acelerada sobre possiveis
alteracOes fisicas nas estruturas liquido cristalinas das formulacgdes foi adotado neste trabalho

como parametro para avaliar a estabilidade das propriedades fisicas e estruturais das
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formulacdes. Todas as formulagdes mantiveram suas caracteristicas fisicas de fase hexagonal
durante o periodo de 60 dias armazenadas nas temperaturas de 25 e 45°C. No entanto, foi
observado que a partir do 30° dia na temperatura de 45°C as formulagdes comecaram apresentar
um grau de desorganizacdo, ocorrendo perda em sua estrutura estriada sugestivas de fase
hexagonal. A principal hipdtese para explicacdo da alteragdo da estrutura estriada é devido ao
fato de ocorrido perda de pequenas quantidades de agua por evaporacdo durante esse periodo.

A avaliacdo da influéncia do estudo de estabilidade acelerada sobre a atividade
antimicrobiana foi adotada a fim de verificar a eficacia das formula¢6es quando submetidas a
temperaturas extremas. Foi observado que a formulagdo com maior concentracdo de agua, F8-
M45A15 (15%), apresentou variagOes significativas no decréscimo dos halos de inibicéo,
principalmente na temperatura de 45°C, enquanto as formulacdes com menores concentracoes
de agua, F6-M55A05 e F7-M50A10 (5% e 10%) respectivamente, apresentaram melhor
atividade antimicrobiana. No entanto, a formulagdo F6-M55A05 se destacou por ser a mais
estdvel em ambas temperaturas de armazenamento, apresentando pouca variacdo
estatisticamente significativa dos halos de inibicdo durante os 60 dias.

Com base nestes resultados, a medida que a concentracdo de agua nos sistemas
liquido-cristalino aumentava, mais viscosa e consequentemente tornavam-se mais organizadas.
Em vista disso, a principal hip6tese para compreensdo da diminuicdo dos halos de inibicéo das
formulacdes é que a liberacdo de substancias ativas dissolvidas na no interior da matriz poder
ser mais lenta, explicando a diferenca entre os halos de inibicdo da formulacdo, F8-M45A15
(15%) com F6-M55A05 e F7-M50A10 (5% e 10%), respectivamente. As alteraces no odor
das formulacBes apontam que a exposicdo em temperatura de estufa também pode ter
contribuido para ocorrer processos de degradacdo ou perda de constituintes do ORCR,
auxiliando na diminuicdo da atividade das formulacdes principalmente no 30° e 60° dia.

No entanto, apesar das formulacdes mais viscosas como F8-M45A15 e as outras
formulacdes excluidas neste estudo por apresentarem resultados menos favoraveis em acéo
antimicrobiana, ndo significava que sejam irrelevantes, podendo ter outras aplicacdes. De
acordo com OLIVEIRA et al., (2004) e FORMARIZ et al., (2004), os sistemas liquido
cristalinos de liberagdo mais lenta atuam como um sistema reservatorio, podendo promover um
efeito prolongado, proporcionando liberagdo constante e regular numa faixa de tempo mais
ampla, reduzindo a frequéncia de aplicacGes e minimizando reacdes adversas.

Outros estudos tém demostrado a importancia de utilizar formulages mais fluidas
como a trabalho de BRUSCHI et al., (2008) e CARVALHO et al., (2010) que exploraram este
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efeito no desenvolvimento de precursores de fases liquido-cristalina para administragdo nasal
potencial de zidovudina e administracdo de propolis em bolsas periodontais, respectivamente.

A partir dos dados de atividade antibacteriana, foi verificado que o aumento da
concentracdo da fase aquosa e diminuicdo da fase oleosa demonstraram modificar as
propriedades fisico-quimicas das formulag¢fes, promovendo um aumento na viscosidade, e

concomitantemente ocasionando reducdo da acdo antibacteriana.
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7 CONCLUSAO

Portanto, durante a realizacdo deste trabalho foi possivel determinar o composto
majoritario do Oleorresina de Copaifera reticulata, sendo o p-Cariofileno (32,43%),
confirmando a hipotese de ser o principal composto relacionado a atividade antimicrobiana
desta espécie. O ORCR foi ativo contra bactérias relacionadas a vaginose, apresentando uma
CMI entre 1000-500pug/mL e com acdo bacteriostatica. Apenas as formulagbes contendo
concentracdes de 50mg/g e 100mg/g de ORCR apresentaram fase liquido-cristalina de fase
hexagonal. Toda as formulag¢Oes apresentaram atividade antibacteriana superior frente as cepas
testadas. Além disso, durante o estudo de estabilidade acelerada as formulaces mantiveram
sua estabilidade durantes os 60 dias quando armazenadas sob temperatura de (25°C), porém
sob temperaturas extremas (45°C) as formulacGes tiveram as suas caracteristicas fisicas,
organolépticas e atividade terapéutica afetadas. Portanto, todos os resultados advogam a favor
da formulacdo F6-M55A05 contendo 100mg/g de ORCR como potencial candidata ao emprego

clinico como um gel fitoterapico topico do tipo liquido-cristalino para o tratamento de vaginose.
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APENDICE A- Avaliac3o da influéncia do estudo de estabilidade acelerada sobre possiveis alteracdes fisicas nas estruturas liquido-cristalinas

FormulagGes F6-M55A05, F7-M50A10 e F8-M45A15 com 100mg/g de ORCR e suas bases (Sem ORCR) observadas ao microscopio de luz polarizada em cada periodo teste
de estabilidade acelerada sob temperatura ambiente (25°C).

Base Base Base
Periodo | F6-M55A05 F7-M50A10 F8-M45A15 F6-M55A05 F7-M50A10 F8-M45A15
7y } 2 ‘ % : ; Z NP T FORNE ; - T % 17 7 % j

7 17

Dial

Dia 60
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Formulagbes F6-M55A05, F7-M50A10 e F8-M45A15 com 100mg/g de ORCR e suas bases (Sem ORCR) observadas ao microscopio de luz polarizada em cada periodo teste
de estabilidade acelerada sob temperatura ambiente (45°C).

Base Base Base
, F-M5505 F7-M50A * F8-M45A15

/

Periodo | F6-M55A05 | F7-M50A10 | F8-M45A15

t

Dia 60
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(57) Resumo: SISTEMAS LIQUIDOS
CRISTALINOS BASEADOS EM GORDURA
VEGETAL DE MURUMURU (ASTROCARYUM
MURUMURU MART.) PARA LIBERAGAO
SUSTENTADA DE FARMACOS EM PELE E
CAVIDADES REVESTIDAS POR MUCOSA. A
presente invengéo descreve a composicéo de
um novo sistema liquido cristalino para a
liberagéo sustentada de substancias ativas de
carater hidrofflico e/ou lipofilico na pele e em
cavidades revestidas por mucosas,
caracterizado por conter como ingrediente
majoritario a gordura vegetal de Murumuru
(Astrocaryum murumuru Mart.). As formas
farmacéuticas semissdlidas convencionais como
cremes, pomadas, géis e logbes séo propensas
a rapida erosdo e desestruturagéo fisica devido
ao constante fluxo de fluidos no local de
aplicac&o promovendo baixa biodisponibilidade
da substéncia ativa com consequente ineficacia
terapéutica. Os novos sistemas de liberagéo
modificada, a exemplos dos cristais liquidos,
podem aumentar biodisponibilidade das
substancias ativas, devido suas propriedades
fisicas apropriadas corroborando com a redugéo
de efeitos adversos e frequéncia de uso de
medicamentos. Em vista(...)



