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Resumo

RESUMO

A Passiflora L. é um género botanico, do qual fazem parte cerca de 500 espécies per-
tencentes a familia Passifloraceae. A espécie Passiflora incarnata L. é perene, trepadeira e de
crescimento rapido, nativa da América tropical, desde o sul dos Estados Unidos da América
e México até ao Brasil, e o seu uso medicinal iniciou-se pelos nativos no tratamento de inso-
nia, ansiedade e epilepsia, entre outros problemas de salde. As partes aéreas da Passiflora
incarnata L. contém, pelo menos, 1,5% de flavondides totais, aos quais se atribuem atividades
farmacologicas. Estes constituintes, em sinergismo com os alcaldides presentes na planta,
promovem acoes no Sistema Nervoso Central (SNC), contribuindo para a agao sedativa. A
Passiflora incarnata L. é descrita em monografias de varias Farmacopeias, tais como a da Gra-
Bretanha (BP), dos Estados Unidos (USP), da india, da Franca, da Alemanha, da Suica, de Por-
tugal, entre outras.

No presente trabalho, um extrato seco foi caracterizado, recorrendo a cromatografia
Liquida acoplada a detetor de fotodiodos e a Espectrometro de massa, tendo sido identifica-
dos treze flavonoides predominantemente derivados da apigenina e da luteolina.

Com o objetivo de desenvolver, selecionar e otimizar sistemas automicroemulsifican-
tes que apresentassem requisitos de qualidade e eficacia, de modo a garantirem o efeito te-
rapéutico, prepararam-se diferentes formulagoes, que foram sujeitas a varios ensaios, com a
seguinte composicao: a) oleo e tensioativos; b) 6leo, tensioativos e extrato seco de Passiflora
incarnata L.; c) oleo, tensioativos, extrato seco de Passiflora incarnata L. e co solventes; d)
oleo, tensioativos, extrato seco de Passiflora incarnata L., co solventes e agente estabilizador.

Foi preparado um lote laboratorial da formulagao otimizada, tendo-se procedido ao
seu encapsulamento.

Foram ainda efetuados ensaios de doseamento de flavondides totais no extrato
utilizado e de caracterizagao dos sistemas automicroemulsificantes preparados, que

evidenciaram o objetivo proposto.



Abstract

ABSTRACT

The Passiflora L. is a genus which comprises about 500 species of the family Passiflora-
ceae. The PFassiflora incarnata L. species is an evergreen, climbing, fast-growing plant, native to
tropical America, from the southern United States of America and Mexico to Brazil, and its
medicinal use was initiated by the natives in the treatment of insomnia, anxiety and epilepsy,
among other clinical states. The aerial parts of the Passiflora incarnata L. contain at least 1.5%
of total flavonoids to which pharmacological activities are attributed. These constituents, in
synergy with the alkaloids present in the plant, promote actions in the Central Nervous Sys-
tem (CNS), thus contributing to the sedative action. The Passiflora incarnata L. is referred in
monographs of various Pharmacopoeias, such as Great-Britain (BP), the United States of
America (USP), India, France, Germany, Switzerland, Portugal, among others.

In this study, a dried extract was characterized using the liquid chromatography cou-
pled with a photodiode detector and a mass spectrometer, and thirteen flavonoids were
identified predominantly, derived from apigenin and luteolin.

In order to develop, select and optimize self-microemulsifying systems to present
quality requirements and effectiveness, so as to ensure the therapeutic effect, the various
prepared formulations, which were subjected to several tests, had the following compo-
nents: a) oil and surfactants; b) oil, surfactants and dry extract of Passiflora incarnata L.; c) olil,
surfactants, dry extract of Passiflora incarnata L. and co-solvents; d) oil, surfactants, dry ex-
tract of Passiflora incarnata L., co-solvents and stabilizing agent.

A laboratorial batch of optimized formulation was prepared and encapsulated. Assay
of flavonoids from a dried extract was carried out and the self-microemulsified formulation

was characterized providing the intended objective.
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Capitulo | — Consideragoes Gerais

|. CONSIDERAGOES GERAIS

I.I INTRODUCAO

O homem desde sempre procurou e encontrou na natureza tratamento para as suas
doencgas. A utilizagao de produtos naturais para fins terapéuticos € tao antiga quanto a
civilizagao humana e, durante muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais foram
fundamentais para a saude. Historicamente, as plantas medicinais sao importantes como
fitoterapicos e na descoberta de novos farmacos, contribuindo o reino vegetal para muitos
dos medicamentos utilizados. O termo fitoterapia foi dado a terapéutica que emprega os
medicamentos cujos constituintes ativos sao plantas ou derivados vegetais, e que tém a sua
origem no conhecimento e no uso popular. As plantas utilizadas para esse fim sao
tradicionalmente denominadas medicinais. A terapia com medicamentos de espécies vegetais
é relatada em todo o Mundo (Margarida, 2010; Marques, 2008; Proenga, Pereira e Roque,
2003). Em todos os paises, encontramos pessoas conhecedoras de remédios caseiros com
um amplo leque de aplicagoes medicinais, preparados a partir de centenas, senao milhares de
plantas indigenas (Goud et al., 2008; Cowan, 1999).

A fitoterapia europeia esta marcada de forma inextinguivel por alguns feitos que
desencadearam o seu desenvolvimento. E o caso da contribuicio de Hipocrates (460-377
a.C), considerado “o Pai da Medicina”, com a publicagio de Corpus Hippocraticum,
consagrando a relagao da terapia com os produtos de origem vegetal (Ventura e Pires,
2012).

Neste contexto, Portugal desempenhou também um papel importante; os
Descobrimentos Portugueses e a expansao territorial, permitiram um maior contato entre
os povos, culturas e floras, promovendo um incremento das comunicagoes e transporte de
mercadorias como nunca tinha acontecido até ao séc. XV. Os Portugueses como pioneiros
tornaram as plantas acessiveis a todo o mundo, em especial as oriundas da india, China,
Brasil e Africa. A medicina europeia deu um enorme salto qualitativo, gracas ao
conhecimento transmitido pelos nossos exploradores e cientistas (Brito, Dantas e Dantas,
2009).

A sintetizagao de substancias de estrutura quimica definida e de agao farmacoldgica
(antibioticos, analgésicos e anti-inflamatorios), levaram a um declinio da fitoterapia, o que
levou a indiscutivel diminuicao de prescricoes médicas de produtos vegetais. As plantas
medicinais foram praticamente esquecidas, dando lugar as substincias sintéticas. Tal fase

decorreu principalmente do inicio da década de 50 até ao final dos anos 70; nesta época,
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grandes centros de pesquisa em todo mundo passaram a investigar as propriedades curativas
das plantas medicinais (Rates, 2001; Campos, Costa e Falcao, 2000).

A maioria dos medicamentos utilizados hoje em dia, alguns bem conhecidos como a
aspirina (que é produzida a partir de moléculas idénticas as extraidas do salgueiro e do
ulmeiro), a morfina (extraida das sementes de 6pio) e mesmo a “pilula” anticoncecional
(preparada a partir de moléculas idénticas a substancias extraidas de inhame selvagem),
tiveram como base a agao exercida pelas plantas (Ventura e Pires, 2012).

Ha duas possibilidades de selecionar os produtos naturais para potencial uso em
medicamentos. Um dos métodos, o classico baseia-se no conhecimento fitoquimico,
taxonomico, estudos farmacologicos e procedimentos de despistagem aleatorios; o outro,
mais recentemente utilizado, esta relacionado com estudos etnofarmacoldgicos, e tem ganho
popularidade entre os investigadores, por se basear nos conhecimentos da medicina popular,
orientando a pesquisa de plantas medicinais (Williams, 2001).

A procura de produtos naturais para a preparagao de medicamentos tem crescido a
medida que o tempo passa. Este facto, deve-se essencialmente a insatisfagdo das pessoas
com os resultados da medicina convencional, aos efeitos secunddrios provocados pela
utilizagio excessiva e/ou incorreta de medicamentos sintéticos, a dificuldade de acesso a
medicamentos, a preocupagao com questoes ambientais e ecoldgicas e a opiniao popular de
que os produtos naturais sao mais saudaveis (Margarida, 2010; Marques, 2008; Nodari e
Guerra, 2003; Rates, 2001).

O renascer do interesse pela fitoterapia, deveu-se essencialmente aos progressos na
investigagao e ao estudo das substancias ativas das plantas (Cordeiro, Chung e Sacramento,
2005; Eisenberg et al, 1998). Também o baixo custo e a compatibilidade cultural,
incentivaram a sua utilizagdo em cuidados de salde primarios, podendo compensar a falta
sistematica dos servigos institucionais (Rates, 2001).

Considerando esta situagao, o numero de industrias farmacéuticas e doentes que
procuram os beneficios das terapias naturais, esta em crescente evolugao, com resultados
satisfatérios em grande parte dos tratamentos (Cavaglier e Messeder, 2014; Newman e
Cragg, 2007; World Health Organization, 2005; Butler, 2004).

Segundo declaragoes publicas da Agéncia Europeia do Medicamento em novembro de
2014, mais de 1300 plantas medicinais tradicionalmente utilizadas ja foram registadas, tendo
sido concedida autorizagao de introducao no mercado a 600 medicamentos fitoterapicos,

nos Estados Membros da Uniao Europeia (Kraft e Langhorst, 2014).
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As plantas sao fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, que
podem ter agao terapéutica (Nodari e Guerra, 2003); sao exemplos, a aplicagao de infusoes
de chad preto no tratamento de diarreias (Bruins et al, 2011), chd de sabugueiro para a
laringite e febre, sumo e chd de limao para gripe e pneumonia, cha de eucalipto para a
bronquite (Sadlon e Lamson, 2010), entre outros (Franga et al,, 2007).

De realcar é o facto da utilizagao de plantas medicinais no tratamento de disturbios
relacionados com a ansiedade ter vindo a aumentar nos ultimos anos; muitas vezes esta
situagao ocorre por autodecisao e automedicagao (Carvalho et al, 2009; Charlton, 2005).
Diversos estudos epidemiologicos demonstram que, os medicamentos e produtos de salde
a base de plantas com propriedades ansioliticas sao os que evidenciam maior crescimento
(Souto-Maior et al, 2011; Mizoguchi, Tanaka e Tabira, 2010; Gurib-Fakim, 2006; Kessler,
2001; Eisenberg et al,, 1998).

Nos Estado Unidos da América, por exemplo, variados estudos revelam que nos
ultimos anos a procura de plantas medicinais continua a crescer e que, de entre estas, a
procura de medicamentos e produtos de salde a base de plantas com propriedades
ansioliticas foi a mais significativa (Kessler et al,, 2001; Eisenberg et al., 1998).

No que respeita a Portugal existem poucos dados disponiveis relativos a utilizagao e
ao consumo de plantas com potencialidades medicinais (Cabaga, 2014; Teixeira, 2012), bem
como a estudos epidemiologicos; no entanto o aumento crescente da procura de
medicamentos e produtos a base de plantas, parece ser comprovado pelo aparecimento nas
grandes superficies comerciais de secgoes inteiramente dedicadas a estes produtos. Incluem
variadas formulagdes com indicagoes terapéuticas como é o caso, dos calmantes, dos
reguladores do sono, para situagoes de ansiedade, tensao e/ou desgaste psicologico. As
plantas incluidas nestas formulagoes sao baseadas no conhecimento do seu uso tradicional,
embora sob diferentes combinagoes.

O aumento de perturbagoes mentais & bastante preocupante. Em 2008 a Uniao
Europeia referenciava que cerca de 50 milhoes de pessoas (proximo de | 1% da populagao),
sofriam de alguma perturbagao mental. Em Portugal, estimava-se que | em cada 5 cidadaos
ao longo da vida experimentou uma desordem mental, ou seja, Portugal apresenta uma
prevaléncia de perturbagoes mentais acima da média europeia (Diregao-Geral da Salde,
2013; Ordem dos Psicélogos Portugueses, 201 1).

A ansiedade é um estado mental desencadeado em antecipagao a uma ameaca direta
ou potencial. Esta acompanha a vida normal dos individuos sendo um estimulo importante e

eficaz para a melhoria do desempenho, mas a partir de um determinado grau pode tornar-se
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patolégica e impede o desempenho individual normal e compromete a sua inser¢ao na
sociedade, exigindo tratamento adequado (Klitzing et al, 2014; Stevenson et al, 2013; Souto-
Maior et al, 201 |; Mizoguchi, Tanaka e Tabira, 2010; Morris-Rosendahl, 2002).

As manifestagoes patologicas compreendem perturbagoes de ansiedade generalizada,
panico, fobia e perturbagoes obsessivas, quando a intensidade ou frequéncia da resposta nao
corresponde a situagao que a desencadeia, ou quando nao existe um objeto especifico ao
qual se direcione (Andrade e Gorenstein, 1998). Doentes com esta patologia podem
manifestar alteracoes a nivel emocional/comportamental e fisiolégico. No que trata as
primeiras, os individuos podem manifestar sensagao de medo, sentimento de inseguranca,
antecipagao apreensiva, irritabilidade, nervosismo, pensamentos negativos e maior
sonoléncia. A nivel fisiologico a ansiedade é um estado de funcionamento cerebral em que
ocorre ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), acarretando sintomas
neurovegetativos, tais como insonia, taquicardia, hiperpneia, falta de ar, palidez, aumento da
transpiragao, sensagao de boca seca, nausea, hiperventilagao (tontura, pressao no peito,
parestesia), tensao muscular (tremores, dores, dispneia por contragao diafragmatica),
desordens intestinais, entre outros (Cardoso e Galera, 2006; Giuntini, 2006; Mackenzie,
1994). Varios neurotransmissores participam, em maior ou menor grau na modulagao e
regulacio dos comportamentos defensivos relacionados com os transtornos da ansiedade. E
o caso das aminas biogénicas (noradrenalina, serotonina e dopamina), dos aminoacidos
(acido gama-aminobutirico (GABA), dos peptideos (corticotropina, colecistocinina) e dos
esteroides (corticosterona) (Cardoso e Galera, 2006; Steimer, 2002).

A noradrenalina € uma monoamina frequentemente implicada na defesa e na
ansiedade. E produzida nas glindulas adrenais e controla os transtornos de ansiedade em
casos de défice de noradrenalina, com o aumento da sua atividade, que provoca um aumento
dos batimentos cardiacos e da pressao arterial, havendo recrutamento de glicose guardada
no organismo, preparando o musculo para agir rapidamente e aumentar a sua contratura.
Quando o individuo se apercebe de uma ameaga, produz noradrenalina, para que o
organismo se defenda contra uma determinada situagao (Tanaka et al.,, 2000).

A serotonina desempenha um papel complexo e pouco esclarecido neste tipo de
transtornos, porém considerado fundamental; este neurotransmissor desempenha atividade
tanto estimuladora como inibitoria. A falta de serotonina no organismo pode resultar em
caréncia de emocgao racional, sentimentos de irritabilidade, crises de choro, alteracoes do
sono entre outros problemas emocionais; a sua fungao é conduzir a transmissao de impulsos

nervosos de uma célula nervosa (neurénio) para outra. Quimicamente, a serotonina ou 5-
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hidroxitriptamina (5-HT) é uma indolamina, produto da transformagao do aminoacido L-
Triptofano. Nos seres humanos, a 5-HT (serotonina) existe em trés compartimentos
principais, nos neurodnios, nas células enterocromafins do trato gastrointestinal (nestes dois
locais é sintetizada a partir do triptofano proveniente da dieta), e nas plaquetas, que nao tém
a capacidade de sintetiza-la, captando do plasma a 5-HT vinda do intestino (Olivier, 2015;

Albert, Vahid-Ansari e Luckhart, 2014).

A dopamina  (DA) é  um neurotransmissor monoaminérgico, da  familia
das catecolaminas. Os recetores de dopamina sao subdivididos em DI, D2, D3, D4 e D5 de
acordo com localizagao no cérebro e fungao; desempenham diversas fungoes no cérebro
relacionadas com: comportamento, atividade motora, automatismos, motivagao, regulagao
do sono, humor, ansiedade, atencio e capacidade de aprendizagem (Margis et al, 2003). E o
neurotransmissor que possui menos evidéncias diretas relacionadas com a fisiopatologia do
transtorno de ansiedade generalizada (TAG); contudo, novos estudos mostram indicios da
importancia dos sistemas dopaminérgicos, tanto como possiveis moduladores do
desenvolvimento do TAG como na participagdo dos processos fisiopatoldgicos e
terapéuticos. Em estudos pré-clinicos, a ativagao de neurdnios da DA parece ser crucial ao
desenvolvimento do comportamento aversivo, tendo um papel relevante na prevengao da

ansiedade generalizada (Zweifel et al,, 201 1).

O bloqueio de recetores de dopamina D3, podera regular sintomas de ansiedade
através da ativagao do sistema inibitorio GABA (Diaz et al, 2011). Outro exemplo de
estudo relacionando a DA com a fisiopatologia da ansiedade evidenciou que o bloqueio dos
recetores dopaminérgicos D2, facilita a extingao de comportamentos relacionados com o
medo e pode ajudar no tratamento psicologico dos sintomas de ansiedade (Ponnusamy,
Nissim e Barad, 2005).

Peptideos neuroativos, como a colecistocinina (CCK) e fator de libertagao de
corticotropina (CRH), tém sido investigados e relacionados com os transtornos da
ansiedade e seu tratamento.

A colecistocinina (CCK) é um peptideo inicialmente detetado no trato
gastrointestinal, mas posteriormente encontrado também no SNC. No entanto, estudos pré-
clinicos utilizando antagonistas de CCK tém sido desenvolvidos sem sucesso (Andreatini,
Boerngen-Lacerda e Filho, 2001).

Em relagio ao CRH, os resultados obtidos com antagonistas de recetores deste
neuropeptideo, demonstraram que o bloqueio central daqueles pode implicar inibicao

ansiolitica (Braga et al, 2010).
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Por sua vez, os esteroides alteram rapidamente a excitabilidade dos neurénios tanto
por mecanismos nao gendémicos, como pela acao alostérica positiva em recetores GABA,,
em locais diferentes dos benzodiazepinicos (BZDs) (Andreatini, Boerngen-Lacerda e Filho,
2001; Stahl, Judd e Kunovac, 2000).

O 4cido gama-aminobutirico por ser um neurotransmissor encontrado em todo o
Sistema Nervoso Central, é considerado o seu principal inibidor e funcionando como
controlador do sistema nervoso. O papel do GABA na ansiedade ¢ sustentado pela eficacia
dos BZDs na diminuicao da ansiedade, sobretudo no transtorno de ansiedade generalizada.
A partir do estudo dos mecanismos de agao dos BZDs, no final dos anos 1960, foi
evidenciada a participagdo do GABA nesta patologia. Os BZDs intensificam as agoes do
GABA no SNC a nivel pos-sinaptico, aumentando a afinidade dos recetores GABA, pelo
neurotransmissor; os seus efeitos sao observados quando ocorre a coexpressao das
subunidades do recetor GABA,, pois ao se ligar com o seu recetor, o local de ligagao para
os BZDs aumenta a afinidade do recetor GABA, pelo neurotransmissor GABA.

Na Figura | é possivel observar um recetor GABAérgico ou GABA com os locais de
ligagao especificos para o GABA e BZDs. A ligagao dos BZDs, como referido anteriormente,

facilita a afinidade do GABA pelo seu recetor e consequentemente a abertura do canal e
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Figura |- Recetor GABAérgico. Adaptado de Renato Guizzo em Ansiedade. Modelos Bioldgicos, 2010.

E desta forma que atuam os agonistas benzodiazepinicos, representados pelos
ansioliticos e pelos anticonvulsivos. A modulagao pode também funcionar em sentido
contrario, reduzindo a afinidade do GABA pelo recetor GABA,, constituindo um agonismo
inverso, que tem efeito ansiogénico e convulsivante. (Wu e Sun, 2014; Huang et al, 2001).

As opgoes farmacéuticas mais frequentes no tratamento da ansiedade incluem:
antidepressivos, B-bloqueadores, benzodiazepinas e alguns anticonvulsivos (Katzman et al,
2014). Estes produtos podem no entanto, causar graves problemas de sedagao excessiva,

mudangas de humor, interagao com outros farmacos, interferéncia com os mecanismos da
7
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memoria, depressao e habituacao (Akash, Rishu e Nidhi, 2010; Baldwin e Ajel, 2007; Millan,
2003).

Os antidepressivos atuam diretamente no cérebro, modificando e corrigindo
a transmissao neuro-quimica nas zonas do sistema nervoso que regulam o estado de humor
(nivel de vitalidade, energia, interesse, emogoes e a variagao entre alegria e tristeza), quando

este esta afetado de forma significativa.

Existem trés classes de farmacos geralmente utilizados como antidepressivos: os
inibidores dos transportadores das monoaminas (triciclicos), os inibidores seletivos do
transportador de serotonina (SSRIs) e os inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO).
Estes farmacos funcionam aumentando as concentragoes de dopamina, noradrenalina e
serotonina entre os neuronios (sinapses), bem como a excitagao nas estruturas cerebrais
cujos neuronios utilizam estes neurotransmissores (Ninan, Poole e Stiles, 2008; Souery,

Papakostas e Trivedi, 2006).

Os beta bloqueadores atuam nos recetores [3-adrenérgicos, ou seja em parte
do sistema nervoso simpatico, mediando a resposta de comportamento defensivo ou “fuga”;
a estrutura molecular destes compostos, € semelhante a das catecolaminas endégenas
(adrenalina e noradrenalina), competindo com elas a nivel dos recetores e atuam inibindo
por competicao, em fungcao da razido entre a concentragao betabloqueante/catecolamina,
diminuindo consequentemente o estado de stress. Este bloqueio provoca uma diminuigao na
velocidade da contragao e na frequéncia cardiaca, sobretudo em situagoes de esforgo ou
ansiedade, levando a uma diminuigao do consumo de oxigénio pelo miocardio (Kelly,
Basinger e Toole, 2005; Lindholm, Carlberg e Samuelsson, 2005; Frishman, 2003; Bosco e
Braz, 2001).

Desde a década de 60 do século passado que a Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos da América aprovou os primeiros farmacos facilitadores do GABA, as
benzodiazepinas (que constituem a larga maioria dos farmacos que atuam por este
mecanismo) tornando estas substancias ativas como as mais utilizadas no tratamento da
ansiedade e disturbios com elas relacionadas (Cassano e Pini, 2002).

Paralelamente, tendo em vista a necessidade de um ansiolitico seguro, eficaz e mais
barato, varias plantas medicinais como a Passiflora incarnata L. tém vindo a ser aplicadas nos
ultimos anos, dado que possuem esta propriedade terapéutica (Abbasi et al,, 2013; Kaviani et
al, 2013; Miroddi et al, 2013; Faustino, Almeida e Andreatini, 2010; Dhawan, Dhawan e
Sharma, 2004; Dhawan, Kumar e Sharma, 2001 b).
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Um dos estudos realizados utilizando Passiflora incarnata L. consistiu na avaliagao do
seu efeito em doentes com transtorno de ansiedade generalizado. Neste trabalho,
Akhondzadeh et al. (2001), compararam o extrato de Passiflora incarnata L. com o
“oxazepam 30mg” (farmaco utilizado em casos de perturbagdes e sintomas de ansiedade); os
tratamentos foram administrados durante quatro semanas (16 doentes por cada grupo) e
todos os doentes apresentaram uma redugao significativa em relagao ao comportamento em
situagao de transtorno. Estes resultados indicaram uma eficacia terapéutica semelhante entre
os produtos aplicados e, portanto um efeito ansiolitico do extrato (Faustino, Almeida e
Andreatini, 2010; Akhondzadeh et al, 2001).

Ao contrario dos produtos farmacéuticos convencionais (medicamentos), que sao
preparados geralmente a partir de materiais sintéticos, através de técnicas e procedimentos
de fabrico reprodutiveis, os produtos a base de plantas sao preparados por métodos
diferentes dos anteriores, a partir de materiais de origem vegetal, que podem estar sujeitos a
contaminagao, deterioragao ou apresentar variagoes na composi¢ao e propriedades (Abdul,
Chandewar e Jaiswal, 2010).

Atualmente, varios produtos que podem conter plantas medicinais estao disponiveis
no mercado e incluem: “Medicamentos a base de plantas”, “Medicamentos tradicionais a
base de plantas”, “Suplementos alimentares” ou produtos mais comuns que contém extratos
vegetais, concentrados, infusOes, entre outros e produtos associados a outras medicinas
como a Homeopatica, a Tradicional Chinesa, entre outras propostas (Direcao-Geral da
Saude, 2013; Campos, Costa e Falcao, 2009).

No caso dos “Medicamentos a base de plantas” (MBP), para que estes possam ser
comercializados, o pedido de autorizagao de introdugao no mercado (AIM) tem de ser
acompanhado de documentos informativos e registos de resultados de ensaios fisico-
quimicos, bioldgicos, microbioldgicos, farmacoldgicos, toxicologicos, e de ensaios clinicos
dos medicamentos que comprovem a respetiva qualidade, seguranga e eficacia INFARMED,
2009; Campos, Costa e Falcao, 2000).

Quanto aos “Medicamentos tradicionais a base de plantas” (MTBP), englobam as
plantas medicinais que demonstram, através de literatura cientifica publicada, que os seus
constituintes ativos tém um uso clinico bem estabelecido, eficacia reconhecida e um nivel de
seguranga aceitavel. Para além disso, tém de evidenciar pelo menos 30 anos de utilizagao
terapéutica em humanos, dos quais pelo menos 15, no territério da Comunidade Europeia.
Preenchendo estes requisitos sao beneficiados com um registo simplificado especial, nao

sendo necessario apresentar resultados de ensaios clinicos. Estes medicamentos permitem
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também assegurar a qualidade do produto final que chega ao utente, sendo acompanhados
por um folheto informativo onde apenas estao informagoes comprovadas e nao sao feitas
alegagOes terapéuticas sem que exista um fundamento para as mesmas (Commission European,
201 I; Campos, Costa e Falcao, 2000).

Por outro lado, os “Suplementos alimentares” (SA), sao considerados géneros
alimenticios, ainda que apresentem algumas especificidades, como a forma de dosagem e
destinarem-se a complementar ou suplementar uma alimentagio normal. Nao sao
medicamentos e, por isso, nao podem alegar propriedades profilaticas, de prevengao ou cura
de doengas, nem fazer referéncia a estas propriedades.

Segundo o Decreto-Lei n.° 118/2015 de 23 de junho, que altera o Decreto-Lei n.°
136/2003, os suplementos alimentares apenas podem ser postos a disposigao do consumidor
final sob a forma de produto pré-embalado. Destinam-se a complementar e/ou suplementar
o regime alimentar normal nao devendo ser utilizados como substitutos de um regime
alimentar variado. Constituem fontes concentradas de determinadas substincias nutrientes
ou outras com efeitos nutricionais ou fisiologicos, estremes ou combinadas. Podem conter
um leque bastante variado de substancias nutrientes e outros componentes, designadamente
vitaminas, minerais, aminoacidos, acidos gordos essenciais, fibras e varias plantas e extratos
de ervas.

Para notificar um suplemento alimentar, em Portugal, o requerente devera enviar a
copia do rétulo do produto, o folheto informativo ao consumidor, caso exista, bem como a
Tabela de notificagao, devidamente preenchida por via eletréonica (Decreto-Lei n.° 118/2015,
Diregao-Geral de Alimentagao e Veterinaria).

A comercializagao de suplementos alimentares nao necessita de uma aprovagao por
parte da DGAYV; a inexisténcia de resposta significa que a decisao da DGAV ¢é favoravel.

Deste modo, apods o registo da notificagao, os produtos podem ser comercializados (DGAYV,

2015).

|.2 A PASSIFLORA L.

O género PFassiflora L. € o maior e mais importante da familia Passifloraceae,
compreendendo mais de quinhentas espécies, dicotiledoneas, distribuidas especialmente na
regido Neotropical ou seja, nas regides tropicais, quentes e temperadas, de Africa, Asia,
América do Norte e América do Sul (Miroddi et al, 2013; Dhawan, Dhawan e Sharma,

2004). Na Figura 2 é possivel observar trés das quinhentas espécies existentes.


http://www.dgv.min-agricultura.pt/xeov21/attachfileu.jsp?look_parentBoui=15121894&att_display=n&att_download=y
http://www.dgv.min-agricultura.pt/xeov21/attachfileu.jsp?look_parentBoui=15121894&att_display=n&att_download=y
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Figura 2 - |. Passiflora incarnata L. Adaptado: Tips Curing Disease, 2. Passiflora quadrangularis L. Adaptado: Genuine Aid
Natural Healthy Blog, 3. Passiflora caerulea L. Adaptado: The Garden of Eaden.

As plantas deste género apresentam-se na forma de trepadeiras robustas. O caule é
verde a cinzento esverdeado ou acastanhado, lenhoso, estriado longitudinalmente, glabro ou
muito ligeiramente pubescente e de diametro geralmente inferior a 8 mm. As folhas sao
verdes ou verde-acastanhadas, alternas, finamente dentadas e pubescentes, divididas em 3
lobos agudos, dos quais o central € o mais largo. A nervura central é bastante mais
proeminente na face inferior das folhas. O peciolo é pubescente e apresenta 2 nectarios
escuros perto da lamina. As gavinhas sio muito numerosas e crescem nas axilas das folhas;
apresentam-se finas, lisas, redondas e terminam em espiras cilindricas. As flores radiadas,
quando presentes, tém 3 bracteas pequenas e uma corola constituida por 5 pétalas brancas,
alongadas, com varias fiadas de apéndices petaloides filiformes. Os frutos, sao verde-
acastanhados e ovais e as sementes sao pontilhadas de cor amarelo-acastanhada
(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Do ponto de vista quimico, o género Passiflora L. caracteriza-se principalmente pela
presenca de flavonodides, alcaloides e glicosideos cianogénicos. A composi¢ao quimica de
interesse farmacéutico varia muito entre as espécies, no entanto tem-se dado maior
importancia, ao estudo dos flavondides e dos alcaléides (Miroddi et al, 2013); os flavonoides
tém merecido destaque na utilizagdo como substincias marcadoras na analise de
medicamentos fitoterapicos pois estio presentes em muitas partes das plantas
(principalmente nas folhas e frutos), e sao do tipo flavonas glicosiladas e antocianinas. Os
alcaloides, encontram-se principalmente nas folhas e caules, e sao do tipo harmanico (Li et
al, 2008; Zibadi et al,, 2007; Rusak, Gutzeit e Miiller, 2005).

Embora exista uma grande variedade de fito-constituintes do género Passiflora L.,
poucos estudos sobre a investigagao farmacoldgica de plantas deste género estao publicados
e tém sido levados a cabo sobre os efeitos depressores do SNC das varias espécies.
Diversos autores referem que a uUnica espécie amplamente utilizada como ansiolitica e

sedativa desde sempre é a Passiflora incarnata L.. Um levantamento relativo aos sedativos
I
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naturais, confirma que esta espécie é a popularmente mais utilizada, mas ha, no entanto,
outras espécies empregadas, tais como Valeriana officinalis, Humulus lupulus e Scutellaria
lateriflora, que nao sao consideradas no presente estudo (Rodriguez-Fragoso et al, 2008;
Dhawan, Dhawan e Sharma, 2004; Attele, Xie e Yuan, 2000).

O uso de Passiflora, decorrente das suas propriedades sedativas, iniciou-se no século
XVII na Europa; sendo que os estudos farmacologicos utilizando Passiflora incarnata L.
comegaram no século XIX (Ingale e Hivrale, 2010; Elsas et al, 2010; Pereira e Vilegas, 2000)
e a noticia da agao sedativa foi registada pela primeira vez por Phares, em 1867 (Freitas,

1985).

[.2.1 PASSIFLORA INCARNATA L.

A PFassiflora incarnata L. (Passifloraceae), € uma planta que tem sido utilizada como
ansiolitica e sedativa desde tempos imemoriais (Carlini, 2003; Dhawan, Kumar e Sharma,
2001 b). A descoberta de sementes com milhares de anos evidencia o seu uso pré-histoérico.
As aplicagoes clinicas sao evidentes pelo facto da Passiflora incarnata L. ser referida em varias
Farmacopeias (Dhawan, Kumar e Sharma, 2001 c). Adicionalmente, as espécies do género
Passiflora L., possibilitam a extragao de sumo para consumo diario, a partir dos frutos, e sao
usadas como plantas ornamentais.

Passiflora incarnata L., também conhecida como “Flor da Paixao”, nome dado pelos
sacerdotes espanhois da América do Sul de acordo com a disposicao das suas flores que
lembram a paixao de Cristo: “os trés estigmas representam os trés pregos que o
suportaram na cruz; as cinco anteras correspondem as cinco chagas ou feridas; por sua vez,
os filamentos purpureos que estao localizados acima dos estames reproduzem a coroa de
espinhos; as dez sépalas simbolizam os dez apostolos (sem Judas nem Pedro) e finalmente as
gavinhas retratam o chicote com as quais o corpo de Cristo foi flagelado” (Kinghorn, 2001).

Dhawan et al, (2001), estabeleceram os parametros principais de identificagao das
espécies, baseados nas dimensoes, diferengas das folhas e sementes e do tipo de polinizagao,
o que tem contribuido para a clarificacao desta questao.

A espécie Passiflora incarnata L., tem sido bastante requisitada pela Medicina
tradicional, essencialmente para o tratamento de insonia, irritabilidade, manifestagoes
psicossomaticas, transtornos nervosos e ansiedade. Para além destas aplicagdes, ha também
relatos da sua utilizagdo como analgésica, antiespasmodica, antiasmatica, narcotica,

antiepiléptica e anti-histérica (Miroddi et al,, 2013).
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Existem na atualidade variados produtos farmacéuticos a base de Passiflora incarnata
L., (Miroddi et al, 2013), como por exemplo, Maracuja Concentrix®, Ritmoneuran RTM e
Floriny. Em Portugal podemos encontrar no mercado, por exemplo, Sonomil, Composor 23,
Angelical, entre outros.

A Passiflora edulis Sims, tem sido muitas vezes confundida com a Passiflora incarnata L.
pois as duas espécies possuem caracteristicas morfologicas e microscopicas bastante
idénticas; no entanto a Passiflora edulis Sims, é essencialmente cultivada para fins alimentares,

e nao pelas possiveis propriedades farmacologicas (Dhawan, Kumar e Sharma, 2001, a).

[.2.1.1 EXTRATOS DE PASSIFLORA INCARNATA L.

As plantas medicinais, na Industria Farmacéutica, sao utilizadas como matéria-prima
para a extragao de substancias ativas, e empregues na produgao de tinturas, infusoes,
extratos fluidos e secos, que por sua vez podem ser apresentados em formas farmacéuticas
mais atuais como capsulas, comprimidos, produtos topicos, entre outras.

Para que os compostos vegetais possam ser utilizados, devem ser caracterizados
qualitativa e quantitativamente em relagdo aos principios ativos padronizados, que
evidenciem requisitos de qualidade, efetividade e seguranga exigidos na Industria
Farmacéutica (Grigire e Moscovici, 2012; Sasidharan et al,, 201 1).

O extrato seco (na forma de po), desde que preparado adequadamente, apresenta
inlmeras vantagens relativamente as formas convencionais, tais como: menor espago
necessario para o armazenamento do produto, maior concentragao, melhor estabilidade e
facilidade de padronizagao dos principios ativos presentes. Tais caracteristicas aumentam por
sua vez o valor agregado (valor associado depois de serem transformados) dos produtos
(Souza, 2007; Runha et al,, 2001; Pereira e Vilegas, 2000; Lemos Senna et al, 1997).

Apesar da grande variedade de preparagoes de Passiflora incarnata L., apos varios
estudos, os extratos secos sao considerados a preparagao mais importante. Muitos médicos,
prescrevem medicamentos contendo s6 o extrato de Passiflora incarnata L. ou associado a
derivados de outras plantas para o tratamento de ansiedade e perturbagao do sono (Miroddi

etal, 2013).

1.2.1.2 COMPOSICAO QUIMICA

Varios fatores externos como o clima ou a luz podem conduzir a variagao dos

7

constituintes ativos de muitas espécies. E essencialmente e maioritariamente nas folhas,

entre a prefloracao e a floragao, de Passiflora incarnata L. que encontramos os componentes
13
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responsaveis pelas propriedades ansioliticas (De-Paris et al, 2002). Geralmente, as partes
utilizadas para fins farmacéuticos sao as aéreas secas em especial, as folhas; estas sao
fragmentadas, podendo incluir flores e/ou frutos, as quais segundo a Farmacopeia
Portuguesa, devem conter, no minimo, 1,5% de flavondides totais expressos em vitexina
(Proenca, Pereira e Roque, 2003).

No que respeita aos principais constituintes, que lhe oferecem propriedades
farmacologicas, destacam-se os flavondides (1,5 a 2,5%), maltol (=0,05%), alcaloides indolicos
(=0,03%) e glicosidos cianogénicos (<1%); por vezes é também identificada, a presenca de
pequenas quantidades de 6leos essenciais, glicidos diversos, glicoproteinas e aminoacidos

livres (Dhawan, Dhawan e Sharma, 2004; Proenca, Pereira e Roque, 2003).

1.2.1.2.1 FLAVONOIDES

Um dos grupos mais importante dos compostos fendlicos é o dos flavondides que
constituem metabodlitos secundarios de plantas vasculares como angiospérmicas e
gimnospérmicas, podendo ocorrer de forma livre (geninas) ou ligados a agucares
(glicosideos). Sao compostos fendlicos de baixo peso molecular derivados de benzo-y-
pironas, com grande importancia em termos farmacolégicos (Heim, Tagliaferro e Bobilya,
2002); representam, os fitoquimicos mais abundantes na dieta humana, sendo responsaveis,
juntamente, com outros compostos pela cor e odor de frutas e vegetais (Rusak, Gutzeit e
Miiller, 2005).

Uma das fungées mais importantes dos flavonoides é o facto de estarem presentes na
constituicao dos pigmentos das plantas, contribuindo na protegao contra os raios
ultravioleta, na interagao simbidtica ou patogénica planta-microrganismo e na interagao
entre plantas (Errea, 1998).

A estrutura dos flavondides é composta por |5 atomos de carbono, onde estao
inclusos dois anéis benzénicos (A e B), ligados por um anel pireno (C) contendo oxigénio
(Erlund, 2004). A numeragao (Figura 3) dos anéis A e C ¢ feita com numeros ordinarios,
enquanto o anel B é numerado utilizando-se apostrofo (Figura 2) (Bravo, 2009). As principais

classes de flavonoides sao: flavonas, flavonodis, antocianinas e isoflavonas (Lopes et al., 2004).
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Figura 3 - Numeragao de um Flavonoide com anel C (Flavona). Adaptado de Muller, 2006.

Os flavonodides sao classificados em diferentes classes com base nas suas
caracteristicas  estruturais, ou seja, na presenga/auséncia do anel C, na
saturagao/insaturagao/hidroxilacio ou nao, do referido anel, ligagdo ao anel B e nimero de
unidades monoméricas envolvidas. Em todas as classes podem ocorrer substituicoes com
grupos hidroxilo, metilo, malonilo, acetilo, entre outros, e com glucidos; a maioria aparece
na natureza ligada a glucidos, na forma glicosilada, O-glicosada e/ou C-glicosilada (Pietta,
2000).

Os flavonodides glicosilados (apigenina e derivados: vitexina e isovitexina; luteolina e
derivados: orientina e isoorientina) (Figura 4), sao aparentemente resistentes a hidrolise
acida chegando por isso intactos ao intestino delgado (Scalbert e Willamson, 2000). Do
mesmo modo, as geninas nao sofrem qualquer alteragao na presenga do suco gastrico. Sabe-
se que as geninas sao absorvidas no intestino delgado, no entanto, quando se encontram na
forma glicosilada, sao aparentemente, demasiado grandes e hidrofilicas para passarem a
barreira intestinal por difusio passiva. Apos o processo de absorgao, os flavondides sao
conjugados no intestino delgado e no figado pela glicuronidagao, sulfatagao ou metilagao ou
metabolizados em pequenos compostos fendlicos. Ao sofrerem estas modificagoes, os
flavonoides ou se tornam em metabolitos mais ativos ou sao eliminados do organismo com
maior facilidade, pois adquirem maior polaridade (Manach et al,, 2004).

Estes compostos sao pouco soluveis em agua e facilmente oxidados o que leva a um
consequente decréscimo da absor¢ao pelo organismo (Cassia et al, 2007). A extensao da
absorc¢ao dos flavonoides depende essencialmente da estrutura e da estabilidade quimica até
atingir o local de absorgao, da possivel degradagao por micro-organismos da flora intestinal,

do mecanismo de absorgao e do efeito de primeira passagem (Arts et al., 2004).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos quatro principais flavonoides usualmente encontrados em Passiflora
incarnata L. Adaptado de Muller, 2006.

A afinidade de diversos flavonoides de nucleo flavona com os recetores BZDs, ja foi
demonstrada por alguns autores partindo do conhecimento do uso tradicional das plantas
(Marder, 2012; Huang et al, 2001; Medina et al, 1997). Tal semelhanga, tem suscitado a
atencao da indUstria farmacéutica que, através de modificagbes no nucleo central da
estrutura flavonica, ja desenvolveu compostos com atragao para os recetores referidos,
cerca de 60 vezes superior ao diazepam (farmaco da familia dos BZDs utilizado como
ansiolitico, relaxante muscular e sedativo) (Marder, 2012; Griebel et al., 1999).

Os flavonodides podem modular fungoes do SNC; alguns efeitos sao explicados pela
interacdo com o local benzodiazepinico no complexo recetor do acido Yy-aminobutirico
(recetores do tipo GABA,) (Wolfman et al, 2000; Zanoli, Avallone e Baraldi, 2000), que
medeia o influxo de ides cloreto, conduzindo a hiperpolarizagio da membrana neuronal
(Mohler, 2006).

Os flavonoides tém servido de base para a sintese de antagonistas dos recetores
benzodiazepinicos, com o intuito de encontrar novos farmacos para este recetor; este facto
€ importante no tratamento de intoxicagoes e de outras situagoes (défice cognitivo,
confusao, fala arrastada, ataxia, sonoléncia, dispneia e hiporreflexia), provocadas pelo uso de
benzodiazepinicos (Lopes et al, 2004; Marder et al., 2001).

Adicionalmente, estes compostos sao Uteis como ferramenta terapéutica, tanto para
a compreensao, como para o tratamento de disturbios neuro-degenerativos e de

comportamento, como € o caso das classes das flavonas e flavonodis que se destacam pela
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provavel atividade protetora contra as doengas de Alzheimer e Parkinson (Cheng et dl,
2008).

No entanto, os trabalhos normalmente desenvolvidos limitam-se a demonstrar uma
atividade especifica, muitas vezes sem esclarecer totalmente os mecanismos envolvidos no
efeito apresentado e o potencial terapéutico dos flavonoides, nao estabelecendo uma
relagio estrutura-atividade comportamental. Sao, pois necessarios mais estudos
farmacologicos, clinicos e toxicologicos que permitam o uso destas substancias com maior
seguranga (Abrahamse, Kloots e Van Amelsvoort, 2005; Scalbert et al, 2002; Hollman e
Katan, 1999).

1.2.1.2.2 ALCALOIDES

Os alcaloides presentes nas espécies de Passiflora L. sao do tipo inddlico, derivados da
B-carbolina, harmana, harmol, harmina e seus homologos di-hidrogenados, harmalol e
harmalina, em quantidades vestigiais.

Nas plantas, os alcaloides que pertencem a esse grupo sao sintetizados a partir do
aminoacido triptofano que, em geral, perde o grupo carboxilo pela agao da enzima triptofano
descarboxilase, originando a triptamina, percursor comum na sintese de praticamente todos
os alcaldides indolicos conhecidos. Muitos tém valor medicinal como tranquilizantes e no
tratamento da hipertensao (Dhawan, Dhawan e Sharma, 2004).

Estes compostos sao, normalmente, inibidores da enzima MAQO, e apresentam agao

agonista com os recetores GABA e benzodiazepinicos (Ghedira e Goetz, 2013).

1.2.1.3 TOXICIDADE E EFEITOS SECUNDARIOS

Embora os produtos a base de plantas sejam geralmente considerados seguros, a
ocorréncia de componentes cianogénicos aliada a sua toxicidade nao pode ser ignorada. No
entanto é importante realcar o facto dos seres humanos terem a capacidade fisiolégica de
eliminar aqueles componentes de forma satisfatoria, tendo uma dieta adequada em proteinas
(Dhawan, Dhawan e Sharma, 2004; Turolla, 2004).

No caso da Passiflora incarnata L., a informagao sobre a toxicidade é limitada e
apoiada no uso bem estabelecido na Medicina Tradicional. E classificada como "sedativo
seguro a base de plantas" pela FDA e nenhuma das monografias disponiveis, menciona a

toxicidade ou qualquer contraindicagao desta planta.
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No entanto, é aconselhavel a administragdo com precaucao, quando em conjunto
com outros depressores ou estimulantes do SNC, como é o caso, da combinagao com
Valeriana officinalis e Melissa officinalis (Gao et al, 2009; Nascimento et al, 2009; Dhawan,
Dhawan e Sharma, 2004; Burcham et al, 1997). Também nao deve ser associada a bebidas
alcodlicas.

Embora poucos, ha alguns relatos de efeitos secundarios com a toma de Passiflora
incarnata L.. Algumas pessoas sofreram de nauseas e vomitos com o consumo em doses
medicinais. Em doses excessivas ha conhecimento de casos de ocorréncia de espasmos e até
mesmo paralisia em animais.

Foi também relatado o caso de uma doente de 34 anos de idade que desenvolveu
nauseas, vomitos, sonoléncia e taquicardia ventricular pela automedicagio com Passiflora
incarnata L. (Fisher, Purcell e Couteur, 2000).

As pessoas com historico de hipersensibilidade e alergia a qualquer um dos
componentes da planta nao devem fazer uso destes produtos, o mesmo sucede com as
criangas abaixo de |2 anos de idade, sem orientagao médica. As mulheres gravidas, ou que
estdio a amamentar, nao devem tomar estes firmacos, face a presen¢a dos alcaloides
inddlicos como harmana, harmina e seus derivados; estudos preé-clinicos relatam a atividade

de estimulagao uterina para estes compostos.

[.3 SISTEMAS AUTOEMULSIFICANTES/AUTOMICROEMULSIFICANTES

A via oral tem sido a mais utilizada para administragao de firmacos no tratamento de
muitas doengas. Contudo, a administragao oral de 50% de farmacos ¢ dificultada pela baixa
solubilidade em agua. Estima-se que 40% a 70% das moléculas que compoem os farmacos
possuam baixa solubilidade em agua (Gupta, Kesarla e Omri, 2013), o que leva a sua fraca
dissolugao e por conseguinte a uma baixa biodisponibilidade, alta variabilidade e falta de
proporcionalidade da dose intra e entre individuos. Deste modo, para estes compostos a

velocidade de absorgao é controlada pela dissolugao.

Ha um ndmero significativo de técnicas para superar tais problemas e que podem
resultar na melhoria da eficacia terapéutica (O’Driscoll e Griffin, 2008; Smidt, Campanero e
Trocéniz, 2004). A modificagcao das propriedades fisico-quimicas, tal como a formagao de
sais e a redugao do tamanho das particulas podem ser formas de contornar a questao,
embora com as suas limitagoes; por exemplo, a formacao de sais de compostos neutros nao

é praticavel e a sintese de sais de acidos ou bases fracas pode nem sempre ser possivel.
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Adicionalmente, os sais formados podem voltar a forma original 4acida ou basica e provocar
agregacao no trato gastrointestinal. A reducao do tamanho das particulas pode nao ser
desejavel quando existem dificuldades de manuseamento e pouca molhabilidade, evidenciada
por pés muito finos.

Para evitar estes inconvenientes outras estratégias tém sido adotadas, nomeadamente
o uso de ciclodextrinas, nanoparticulas, dispersoes soélidas, e inclusao de promotores de
permeagao, com sucesso em alguns casos. Mais recentemente, muita atengao tem sido
dirigida para as formulagoes lipidicas, com o proposito de aumentar a biodisponibilidade de
substancias muito pouco soluveis em agua. De facto, a forma mais comum consiste na
incorporagao do farmaco em veiculos lipidicos inertes tais como O6leos, dispersdes com
tensioativos, formulagoes autoemulsificaveis, emulsoes e lipossomas, mas com particular
énfase sob a forma de formulagoes autoemulsificaveis/microemulsificaveis para cedéncia de
farmacos (Sapra et al, 2012; Khunt e Koradiya, 2012).

Os sistemas autoemulsificaveis sao definidos como misturas isotropicas de oleos
naturais ou sintéticos, tensioativos solidos ou liquidos, ou em alternativa, um ou mais
solventes hidrofilicos e cossolventes/cotensioativos.

Por agitagao seguida de diluicao em meio aquoso, tal como no trato gastrointestinal
(TGI), estes sistemas podem formar emulsoes oleo-agua (O/A) ou microemulsoes, que se
difundem no TGl e em que a motilidade estomacal e intestinal proporcionam as condigoes
necessarias a autoemulsificagao (Rahman et al, 2013).

Face a existéncia de um nimero elevado de combinagoes possiveis de excipientes
que pode ser aplicado na execugao das formulagoes lipidicas e autoemulsionaveis, um
sistema de classificagao (Lipid Formulation Classification System-LFCS), foi definido por Pouton
em 2000 e atualizado em 2006; o LFCS classifica as formulagoes lipidicas em 4 tipos, de
acordo com a sua composigao e os possiveis efeitos de diluicao e digestao capazes de evitar
a precipitagao da substincia ativa.

Os sistemas Tipo |, dizem respeito as formulagdes que contém a substancia ativa
dissolvida em triglicéridos e/ou mistura de glicéridos ou em emulsdes (O/A), estabilizadas
por baixa concentragao de emulsificante, por exemplo, polissorbato 60 (1%, m/v) e lecitina
(1,2%, m/v). Usualmente, estes sistemas de fraca dispersao aquosa inicial exigem digestao
pelas lipases/colipases pancreaticas no TGl para originar produtos anfifilicos e transferir a
substancia ativa para a fase aquosa coloidal. No entanto, em formulagdes, rapidamente
digeriveis, este processo é eficiente e a solubilizagao da substincia ativa pode ser catalisada

pela digestao de lipidos. Formulagoes lipidicas, Tipo |, representam uma opgao relativamente
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simples para substancias potentes ou altamente lipofilicas, cuja solubilidade em oleo €
suficiente para permitir a incorporacao da dose desejada (Pankaj, Patil e Shinde, 2015;
Rahman et al, 2013).

Formulagoes lipidicas Tipo Il, sao misturas isotropicas de lipidos e tensioativos
lipofilos que se autoemulsionam para formar emulsoes agua-oleo (A/O) quando introduzidas
em meio aquoso, geralmente referidas como Self-emulsifying Drug Delivery Systems - SEDDS. A
autoemulsificagao é geralmente obtida para teores de agentes tensioativos superiores a 25%
(m/m), no entanto, com uma percentagem de tensioativo mais elevada (superior a 50% -
60%; m/m), o progresso da emulsificagio pode ser comprometido pela formagao de géis
viscosos liquidos cristalinos na interface oleo/agua. Substincias pouco soliveis em agua
podem ser dissolvidas em formulagoes Tipo Il e encapsuladas como formas de dosagem
unitaria para administragao por via oral. Este Tipo de formulagdes, proporciona a vantagem
de superar a lenta dissolugao tipicamente observada com formas de dosagem sdlidas e gerar
grande area interfacial, que por sua vez, permite a partilha eficiente da substancia ativa entre
as goticulas de oleo e a fase aquosa a partir da qual ocorre a absorgao (Pankaj, Patil e Shinde,
2015; Rahman et al, 2013; Wadhwa, Nair e Kumria, 2012).

Formulagoes Tipo Il lipidicas, sao vulgarmente referidas na administracao de
compostos autoemulsificantes, Self-microemulsifying Drug Delivery Systems - SMEDDS, sao
definidas pela inclusao de tensioativos hidrofilicos e cotensioativos, podem ser subdivididas
em Tipo llIA e Tipo IlIB a fim de identificar os sistemas mais hidrofilicos (Tipo IlIB), onde os
teores de tensioativo e cotensioativo é superior e o teor de lipidos é reduzido. As
formulagoes Tipo IlIB, normalmente, alcangam maior dispersao quando comparadas com o
Tipo IlIA, no entanto o risco de precipitagao da substancia ativa na dispersao da formulagao
€ maior dado o menor teor de lipidos. A distingao entre SEDDS (Tipo Il) e SMEDDS (Tipo
[ll) é geralmente feita atendendo ao tamanho da particula e transparéncia otica da dispersao
resultante (Pankaj, Patil e Shinde, 2015; Rahman et al,, 201 3).

Os sistemas Tipo |V sao caraterizados por solugoes micelares, dado que os seus
compostos ao dispersarem formam micelas (Rahman et al, 2013).

Os Tipos de formulagoes lipidicas orais, excipientes utilizados, caracteristicas,

vantagens e limitagoes estao resumidos na Tabela | (Pouton, 2000, 1997).

20



Tabela | - Tipos de formulagoes lipidicas, caracteristicas, vantagens e limitages.

Capitulo | — Consideragées Gerais

Tipo de . i T
po @€ Excipientes Caracteristicas Vantagens Limitacoes
formulacdo
. Geralmente Fraca capacidade
Oleos sem agentes .
L T reconhecido como solvente, exceto
. tensioativos (por Nao sao dispersantes, ,
Tipo | : s seguro, boa para firmacos
exemplo, mono, di e requerem digestao .
NI compatibilidade com altamente
triglicerideos) . . o
capsulas lipofilicos
. Dispersao
. r SEDDS formados sem Fraca capacidade
. Oleos e tensioativos ;o bastante
Tipo 1l A . componentes soluveis solvente na .
insoltveis em agua . : ~ grosseira,
em agua dispersao LS .
digestao provavel
. Dispersao Possivel perda de
Oleos, tensioativos e SEDDS/SMEDDS . P P
. praticamente clara; capacidade
. cossolventes (sollveis formados com ~ )
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Os sistemas autoemulsificantes de cedéncia de farmacos requerem o enchimento
direto em capsulas ou transformagao em granulos, pellets ou pos para enchimento de
capsulas ou preparagao de comprimidos. Sao possiveis adaptagoes inovadoras do

equipamento convencional com relativa facilidade e simplicidade de processos.

O processo de formulagao de sistemas autoemulsificantes é simples e permite a
respetiva transposigao a escala industrial. Esta técnica oferece aos investigadores, uma opgao
adicional, no sentido de alcangar uma melhor concegao, produgao e desempenho dos

produtos (Kohli et al,, 2010; Bansal et al., 2008).

Apds a administragao oral, a formulagao dispersa-se imediatamente nos fluidos

gastrointestinais aquosos, originando microemulsoes, assumindo a solubilizagao do

componente ativo e respetiva absor¢ao de forma eficaz.

1.3.1 SELECAO DE EXCIPIENTES

Um teor elevado de formulagio liquida pode ser incorporado (70%), num
transportador, que nao s6 mantém uma boa fluidez, mas também permite a produgao de
formas farmacéuticas com boas propriedades de coesao e uniformidade de conteido, em
capsulas e comprimidos. Em termos de funcionalidade e desempenho, as propriedades de

solubilizagao da forma final de dosagem solida permanecem inalteradas pela adsorgao da
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formulacao liquida no transportador e o estado do firmaco na formulagao lipidica (Kohli et

al, 2010).

Um grande numero de excipientes é utilizado nas formulagoes dos sistemas
autoemulsificantes para administragao de farmacos.

Tem sido demonstrado que a autoemulsificagao, é especifica para a natureza do par
oleo/agente tensioativo; concentragao de tensioativo e razao O6leo/tensioativo; e para a
temperatura a que o processo ocorre. Perante uma lista de excipientes apropriados ¢é feita
uma triagem para identificar o bindrio firmaco-excipiente que apresenta as melhores
condigoes de solubilidade, compatibilidade e estabilidade a fim de selecionar a conjugagao
mais adequada, dado que s6 uma combinagdo muito criteriosa de excipientes pode
possibilitar a formulagao de SEDDS eficientes (Shah et al,, 1994).

O principal foco deve ser o poder solubilizante global do sistema e nao tanto a
solubilidade do principio ativo em cada componente.

Os principais excipientes dos sistemas autoemulsificantes incluem os lipidos,
tensioativos e cotensioativos (Gupta, Kesarla e Omri, 2013; Mistry e Sheth, 2011). A
utilizagao de outros excipientes em SEDDS ocorre consoante a forma de dosagem.

Os componentes sao selecionados com os seguintes objetivos:

* Alcancar a carga maxima do farmaco;

* Conseguir o minimo de tempo de autoemulsificagdio e tamanho das goticulas no

meio gastrico para a maxima absorgao;

* Reduzir a variagdo no tamanho das goticulas da emulsaio em fun¢io do pH e

conteudo eletrolitico do meio aquoso;

* Evitar/reduzir a degradagao e metabolismo das substancias ativas no meio

fisiologico.

1.3.1.1 OLEOS

Uma série de dleos, principalmente derivados de vegetais e processados de forma a
remover impurezas ou para isolar varias fragoes do produto de partida, estao disponiveis e
sao adequados para utilizagao em formulagoes orais.

Sao constituidos por misturas de triglicéridos de cadeia longa e média com diferentes
graus de saturacao, podendo estes ser hidrogenados de modo a aumentar a resisténcia a
oxidagao (Greenberger, Rodgers e Isselbacher, 1966).

O fracionamento de 6leos naturais nos respetivos componentes glicéridos é usado

para preparar excipientes com melhores carateristicas fisicas, aumentando assim, as
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propriedades de absorcao das substancias ativas e minimizando as questoes relacionadas
com a conservagao.

Como sao comumente ingeridos nos alimentos, totalmente digeridos e absorvidos,
nao apresentam quaisquer problemas de seguranca sendo geralmente, considerados como
seguros. Os triglicerideos sao altamente lipofilicos e a sua capacidade solvente para as
substancias ativas varia de acordo com a concentragao em grupos éster (Cao, Marra e
Anderson, 2004; Anderson, 1999).

Varios lipidos semissintéticos e sintéticos, sélidos e liquidos, geralmente, preparados
por combinagao quimica da cadeia média de acidos gordos saturados ou glicerideos
derivados de oleos vegetais naturais, com um ou mais entidades quimicas hidrofilicas, estao
atualmente disponiveis como excipientes farmacéuticos para desenvolvimento de
formulagoes orais. Estes excipientes encontram aplicagao como solubilizantes de substancias
ativas, veiculos, tensioativos e agentes humectantes ou ainda como emulsificantes e
coemulsificantes em SEDDS e SMEDDS; sao geralmente adequados para enchimento em

capsulas de gelatina dura ou mole bem como em capsulas de hipromelose (Hauss, 2007).

[.3.1.2 TENSIOATIVOS

Sao materiais que ocorrem naturalmente tais como proteinas, fosfolipidos, e uma
vasta gama de materiais sintéticos (estéres de glicerol, propilenoglicol (PEG), ésteres de

sorbitol e de acidos gordos, entre outros).

O tensioativo escolhido deve ser capaz de baixar a tensio interfacial, de modo a
facilitar o processo de dispersao durante a preparagao de SEDDS e proporcione a
formacao de uma pelicula flexivel, podendo deformar-se prontamente, em torno das
goticulas e ser de caracter lipofilico de forma a adquirir a curvatura correta na regiao

interfacial.

Um determinado agente emulsificante pode ser selecionado para uma dada aplicagao
com base no equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL), que é definido pela relagio entre a
percentagem dos grupos hidrofilos e a percentagem de grupos hidréfobos da molécula. Os
valores podem variar de 1-20. Agentes com baixos valores (3-9), promovem a formacao de
emulsoes (A/O); os de valores mais elevados (8-16), favorecem a formagao de emulsoes
(O/A) (Singh et al, 2009; O’Driscoll e Griffin, 2008). Os mais vulgarmente usados em
autoemulsificagao sao os sollveis em agua que acima da sua concentragao micelar critica

formam solucgoes.
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A concentracao de tensioativos em sistemas de autoemulsao varia entre 30 e 60%
(m/m) com o propésito de preparar e manter o estado de microemulsao no TGI; maiores
concentragoes de tensioativo podem causar irritagio no trato Gl, bem como mudangas
reversiveis nas paredes intestinais o que ira afetar a sua permeabilidade. Assim, o aspeto da
seguranga do agente tensioativo deve ser cuidadosamente considerado para cada caso. Um
valor elevado de equilibrio hidrofilo-lipdfilo (EHL), e subsequente hidrofilia dos tensioativos,
sao necessarios a formulagao imediata de goticulas O/A e/ou rapida propagagao da
formulagio no ambiente aquoso, proporcionando uma boa dispersao/desempenho
autoemulsificante. Em muitos casos, o aumento da concentragao de tensioativo pode levar a
formagao de goticulas mais pequenas. Isto pode ser explicado pela estabilizagao das goticulas
de dleo, como resultado da localizagao do tensioativo na interface oleo-agua.

O tamanho extremamente pequeno das goticulas de gordura produzidas pelas
formulagoes promove o rapido esvaziamento do estomago e dispersao ao longo do TGl,
minimizando a exposicao a altas concentragoes de tensioativo, reduzindo desta forma a

irritacao (Rahman, 201 3).

[.3.1.3 COTENSIOATIVOS

A diminuicao da tensao interfacial, raramente é conseguida pela aplicagio de um
Unicotensioativo, necessitando, usualmente da adicao de um co tensiaoativo, para que a
pelicula interfacial seja conseguida. Na sua auséncia, uma pelicula rigida é formada e obtém-
se uma microemulsio numa determinada gama de concentragoes. A presenca de
cotensioativos, permite que a pelicula interfacial adquira flexibilidade suficiente para assumir
diferentes curvaturas, necessarias para formar microemulsdes num intervalo amplo de

composicao (Lawrence e Rees, 2012).

1.3.2 ENSAIOS DE DISSOLUGCAO E DISPERSAO EM MEIO APROPRIADO

O ensaio de dissolugao é exigido pelas Farmacopeias Portuguesa, dos Estados
Unidos, entre outras e pela FDA, como ferramenta de controlo de qualidade de formulagoes
lipidicas. Os lipidos e os excipientes a base de lipidos sao sujeitos ao processo digestivo que
ocorre no TGI. As lipases gastricas e pancreaticas podem degradar os glicéridos, bem como
outros ésteres de acidos gordos e alcoois tais como os do polietilenoglicol, presentes em
glicéridos  polioxilicos; podem também ter impacto nas propriedades de
emulsificagao/dispersao dos ésteres de acidos gordos e mesmo na alteragao da capacidade

de solubilizagao in vivo. Deste modo, a digestibilidade dos excipientes deve ser tomada em
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consideragao durante o desenvolvimento de formulagoes lipidicas. Ensaios de dissolucao
auxiliam no desenvolvimento e otimizacao da formulagao e na previsao do comportamento
in vivo, destes sistemas farmacéuticos (Singh et al, 2009, Gursoy et al., 2003).

A autoemulsificagao ocorre quando a variagao da entropia que favorece a dispersao é
maior do que a energia necessaria para aumentar a area da superficie da dispersao. Os
processos autoemulsificantes estdo relacionados com a energia livre, AG (Reiss, 1975) dada
pela equagao:

AG=3INTr’c

Onde AG é a energia livre associada ao processo (ignorando a energia livre de
mistura), N € o numero de gotas com raio r e ¢ € a energia interfacial. As duas fases da
emulsao tendem a separar-se com o tempo para reduzir a area interfacial e, seguidamente a
emulsao é estabilizada pelos emulgentes, que formam uma monocamada de gotas da emulsao

que reduz a energia interfacial bem como proporcionam uma barreira a coalescéncia (Craig

et al, 1995).

1.3.3 FORMULACAO

As questoes principais que se colocam aos formuladores de formas farmacéuticas de
base lipidica sao:

I. Qual o tipo de lipidos a utilizar?

2. Que técnica utilizar?

3. Como desenvolver e produzir a formulagao?

O primeiro passo na definicio deve ter em atengao o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica, representado na Figura 5, que permite prever o comportamento das

substancias ativas no organismo, tendo em conta a sua solubilidade e metabolismo.
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Classe II
- Baixa solubilidade

- Alta permeabilidade

apepIIqeINLId g

Solubilidade

Figura 5 - Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica. Adaptado de FDA — U.S, 2009.

O método de preparagao de sistemas autoemulsificantes, com o objetivo de
melhorar a biodisponibilidade do farmaco, inclui varias etapas:

-Preparagao de um diagrama de fase;

-Solubilizacao da substancia fracamente soltvel na mistura de tensioativo, cotensioativo e
solvente. Proceder a mistura da fase oleosa convenientemente preparada, se necessario,

por aquecimento ou outro meio de preparagao;

-Acondicionamento em formas farmacéuticas apropriadas tais como capsulas moles ou

duras.

1.3.4 ACONDICIONAMENTO DE SEDDS/SMEDDS

Podemos definir capsulas gelatinosas como preparagoes constituidas por invélucros
gelatinosos ocos, de forma variada (esférica, ovoide, cilindrica, entre outras), corados ou
nao, os quais contém substidncias medicamentosas solidas, liquidas ou pastosas. Classificam-
se em capsulas duras, quando o involucro é constituido apenas por gelatina e, em moles
sempre que aquele é formado por gelatina adicionada de plastificantes (glicerina, sorbitol e
similares). Podem conter uma ou mais substancias ativas, solidas, pastosas ou liquidas (Lucca
et al, 2005; Richardson e Stegemann, 2007). As capsulas duras tém forma cilindrica,
arredondada nos extremos e siao formadas por duas partes abertas numa extremidade, com
diametros e comprimento diferentes (Figura 6). A parte mais longa (corpo) serve para
acondicionar a formulagao e a outra (cabega) atua como uma espécie de cabega na qual se

encaixa a primeira. O ajustamento das duas metades pode ser feito por simples agao
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mecanica, podendo proceder-se a colagem das duas porgoes, mediante a utilizagao de
solugoes de gelatina, colddio, entre outras, assegurando as condicoes necessdrias a
estabilidade dos produtos, impedindo o vazamento do conteudo das capsulas (Stegemann e

Bornem, 2002).

Corpo Cabeca

A A

, l

-
Capsula

Figura 6 - Constituicdo de uma capsula dura de gelatina.

Existem no mercado diversos tamanhos de capsulas, designados por um algarismo,

cujo valor varia na razao inversa da capacidade dos involucros.

As capsulas de gelatina dura conquistaram uma grande aceitagao a tal ponto que
representam ainda hoje, juntamente com os comprimidos, as formas mais correntes de
administragcao oral de produtos medicamentosos. Na realidade, as capsulas duras sao
consideradas, uma das melhores opg¢oes para acondicionar formulagoes, pois protegem-nas
contra a acao do ar, luz e humidade. Adicionalmente, sio de facil administragao,
proporcionam em alguns casos a associagao de substancias normalmente incompativeis,
impedem que se notem o sabor e o odor desagradaveis dos farmacos, a preparagao é em
geral facil e com grande precisao de dosagem, ocupam pequeno volume, conservam-se bem

e a sua apresentagao € normalmente atraente para os doentes.

As capsulas duras encerram geralmente, compostos soélidos; os medicamentos
liquidos sao introduzidos nos recetaculos e apos a distribuicao é necessario selar os bordos
das hemicapsulas, no sentido de evitar qualquer extravasamento do liquido; este
procedimento é ainda pouco aplicado industrialmente, mas o aparecimento de novas

solugoes tecnologicas torna-o bastante promissor (Stegemann e Bornem, 2002).

Em 1998, a Capsugel langou uma capsula especialmente concebida para o
preenchimento liquido e semissolido. Esta capsula € um pouco mais longa do que as capsulas
convencionais, de modo que, quando o corpo da capsula e a cabega sao integralmente
unidos, a parte superior da parede do corpo da capsula contacta com o interior da cabega,
tal proporciona a principal barreira que evita que o liquido de enchimento de escapar. (E

essencial manter a drea da interface corpo-cabeca sem contaminagao pelo material de
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enchimento, caso contrario € praticamente impossivel selar a capsula com eficiéncia). Para
evitar ou reduzir ainda mais o vazamento e contaminagao na interface corpo-cabega, a
capsula nao tem entradas de ar laterais, que sao tipicas das capsulas utilizadas no enchimento
de po6 de alta velocidade (Richardson e Stegemann, 2007).

Um dos tipos de selagem presentes no mercado é o Safety Band System (SBS™),
sistema seguro de fecho das capsulas por adigao de uma banda de selagem. Este sistema
oferece garantia na obtengao de capsulas estanques e integras, dado que é feita a aplicagao
de duas ou mais camadas do mesmo material que compoe o involucro, na linha de jungao
entre corpo-cabeca do mesmo (Figura 7). Trata-se de uma apresentagao inovadora,
tecnologicamente avangada com valiosos beneficios no acondicionamento e adequadas para a

administragao dos sistemas autoemulsificantes e automicroemulsificantes.

Figura 7 - Safety Band System. Adaptado do folheto informativo LIQFILLCAPS.

1.3.5 MELHORIA DA ABSORCAO ORAL POR SEDDS/SMEDDS

A cedéncia do farmaco a partir destas formas farmacéuticas (SEDDS/SMEDDS), tem
lugar através da partilha entre os fluidos gastrointestinais durante o transporte das goticulas
do sistema de libertagao e desagregacao ao longo do TGI, nao havendo interferéncia com a
ingestaio de alimentos pelo doente. A partir destas formas, é possivel proteger em
simultineo o estomago e o principio ativo, garantindo que nao ha agressao gastrica, nem
degradagio do farmaco pelos fluidos gastricos (LIQFILLCAPS, 2014).

Foram propostos que dois fatores principais (tamanho reduzido das particulas e
polaridade das goticulas oleosas resultantes) sao determinantes na libertagao eficiente da
formulagao; as goticulas oleosas formadas sao internamente lipofilicas e externamente
hidrofilicas permitindo a dispersao aquosa espontanea e veiculando o principio ativo (Figura

8) (Meinzer et al, 1995; Vondercher e Meizner, 1994).
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Tendo em atengao o tamanho reduzido dos globulos presentes nos SMEDDS, o

farmaco pode ser absorvido, facilmente, pelo tecido linfatico, ultrapassando o efeito de

primeira passagem hepatica (Singh et al., 2009).

Ambiente Bpofifico

(solubaliza a wbstiocis strve)

Ambiente hidrofitico
|dispersio aquosa espontinea)

Figura 8 - Goticula de uma formulagiao usando a Tecnologia SEDDS. Adaptado do folheto
informativo LIQFILLCAPS, 2014.

Estudos desenvolvidos em animais com substancias hidréfobas formuladas em
emulsdes O/A, indicaram boa absor¢ao, facto que torna os SEDDS/SMEDDS, numa

excelente alternativa para administragao oral de muitos agentes terapéuticos, incluindo a

medicina tradicional (Rahman et al, 201 1).
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|.4 OBJETIVO E APRESENTAGCAO DO TRABALHO

Atendendo a composicao quimica da Passiflora incarnata L., que lhe confere as
propriedades farmacoldgicas mencionadas anteriormente, é de reconhecer que esta planta
medicinal constitui um modelo ideal para a obtengao de formas farmacéuticas.

Para que tal seja possivel, sao fundamentais os conhecimentos de Tecnologia
Farmacéutica que possibilitem obter preparagoes dotadas da maxima eficacia, doseadas com
a maior precisao e apresentadas sob uma forma que facilite a sua conservagao, administragao
e favoreca a sua biodisponibilidade.

Face ao exposto anteriormente e considerando que sao diminutos os trabalhos de
investigacdo que aplicam os conhecimentos da Tecnologia Farmacéutica as plantas
medicinais, estabelecemos para este trabalho de investigagao o objetivo de desenvolvimento,
selecdo e otimizagao de sistemas microemulsificantes para uso oral, que evidenciem

requisitos de qualidade, seguranca e eficacia terapéutica.

Tomando em atengao o objetivo proposto, o trabalho experimental foi estruturado
da seguinte forma:

-Caraterizagao do extrato seco de Passiflora incarnata L. (Capitulo I);

-Desenvolvimento, selegao, otimizacgao e encapsulamento de sistemas

automicroemulsificantes para administragao oral (Capitulo II);

-Resultados e Discussao (Capitulo lll);

-Conclusao (Capitulo V).
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Capitulo Il — Caracterizacdo do extrato seco de Passiflora incarnata L.

Desenvolvimento, sele¢do, otimizagdo e encapsulamento de sistemas microemulsificantes para administracdo oral

2. MATERIAIS E METODOS

No estudo do desenvolvimento e caracterizagao do sistema automicroemulsificante
para administragao oral, a partir do extrato seco de Passiflora incarnata L., foram utilizados

diferentes materiais e métodos que seguidamente serao descritos.

2.1 EXTRACTO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

O extrato seco de Passiflora incarnata L. utilizado (proveniente da Genox Farma,
Barcelona), resulta essencialmente de flores e folhas extraidas com etanol. As suas

carateristicas estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas do extrato seco em estudo.

Caracteristicas do extrato:

- Padronizado em flavondides totais (2%)

- Maltodextrina como excipiente

- P6 fino e castanho claro

- Auséncia de antioxidants

- Tamanho de particula adequado (80 Mesh)

- Moderadamente solGvel em agua

- Perda por secagem insignificante

- Presenca de metais pesados em quantidades inferiores as quantidades maximas autorizadas
(<10ppm)
- Presenca de pesticidas conforme Reg. 2005/396/EC

- Presenca de aflatoxina Blem quantidade autorizada (<2ppb)

- Presenca de aflatoxina Bl, B2, GI, G2 em quantidade autorizada (<4ppb)

- Densidade relativa 40-60 g/100 ml

- Auséncia de radioatividade

- Aerdbios totais <10.000 ufc/g

- Leveduras e fungos <100 ufc/g

- Auséncia de salmonella

- Auséncia de escherichia coli

- Auséncia de staphylococcus aureus
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2.1.1 IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ACOPLADA A DETETOR DE FOTODIODOS E A ESPETROMETRO DE MASSA
(LC-PDA-MSn)

A cromatografia liquida é uma técnica de separagao que se baseia na distribuicao
diferencial dos componentes de uma mistura entre duas fases nao misciveis, uma estacionaria
contida numa coluna e outra movel, liquida, que atravessa por percolagao a estacionaria;
baseia-se, fundamentalmente, em mecanismos de adsorc¢ao, de distribuicao de massa, de troca
de ides, de exclusao ou de interagao estereoquimica.

A detegao dos sinais vindos da coluna cromatografica é feita através da utilizagao de
técnicas especificas que permitem identificar e quantificar os diferentes compostos. No
desenvolvimento do presente estudo foram utilizados 2 detetores: o PDA (photodiode array
detection) e o MS (mass spectrometry).

A combinagao da cromatografia liquida (LC) com a espectrometria de massa (MS),
permite a separagao dos diferentes componentes em fungao do tempo de retengao, por LC,
e obter informagdes acerca das relagdes m/z (massa/carga) por MS (Grice, Ferreira e
Griffiths, 2001; Margarida, 2010; Raffaelli et al, 1997). O detetor de fotodiodos ¢é utilizado,
essencialmente, para a obtencao de perfis espectrais a partir de amostras, fornecendo uma
rapida ultra-analise com baixo ruido espectral e com resolucao determinada pelo nimero de
diodos implantados ao longo de um intervalo de comprimento de onda especifico (Kupiec,

2004).

A operagao do espectrémetro de massa ¢€ iniciada pela ionizagao dos atomos e das
moléculas, etapa esta considerada a mais importante do processo, pois caso nao ocorra
ionizacao nao havera informagao a analisar. Apds a ionizagao, os ides gerados seguem para o
analisador de massa (neste caso, um sistema hibrido, Quadrupolo-lon Trap), onde sao

analisados segundo a sua relagao m/z.

No caso de se pretender observar varios estagios de MS consecutivos (MSn), utiliza-
se um analisador MSTandem, que apds a andlise de varios ides, ira escolher aqueles que
possuem a relagao m/z selecionada, e que sao posteriormente encaminhados para uma célula
de colisao, onde chocam com um gas inerte, (no presente estudo hélio), e que ira provocar a
fragmentaciao dos ides. De seguida, retornam ao analisador que, segundo as suas relagoes
m/z, analisa os ides que resultaram da fragmentagao do iao precursor (ao qual correspondia

o valor da relagao m/z selecionada) (Glish e Vachet, 2003).
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a) Preparagao da amostra

Pesaram-se, em balanga analitica, 120 mg de extrato seco de Passiflora incarnata L.,
que foram posteriormente solubilizados numa mistura de metanol - agua (30:70), com a
ajuda de ultrassons e de um agitador Vortex; filtrou-se de seguida por uma membrana

Durapore com porosidade de 0,22 pm (GVPP; Millipore) e transferiu-se para um vial de 2 ml.

b) Analise por LC-PDA-MSn

A andlise foi realizada utilizando um cromatégrafo liquido de alta resolugao
(Surveyor, Thermo Finnigan, San Jose, California, USA) acoplado a dois detetores: o de
fotodiodos (Surveyor PDA Plus Detector, Thermo Finnigan, San Jose, California, USA) e o
espetrometro de massa hibrido Quadrupolo-lon Trap (LCQ Advantage Max, Thermo Finnigan,

San Jose, California, USA).

A separagao cromatografica foi realizada numa coluna cromatografica Spherisorb
ODS2 (150 x 2,1 mm; 3 um;Waters Corporation, Milford, U.S.A), mantida a 25°C e protegida
por uma pré-coluna, do mesmo material (Spherisorb ODS2; 10x4,6mm; 5pm; Waters
Corporation, Milford, US.A.). O volume de injecao foi de 25 pL (full loop) e o fluxo
cromatografico de 200 pL/min de um gradiente de (A) agua com 2% de acido féormico e (B)

metanol nas condigoes descritas (Tabela 3).

Tabela 3 - Gradiente cromatografico.

Tempo (min) %A %B
0 75 25

5 75 25

35 60 40

60 20 80

70 0 100

A: agua com 2% de acido férmico; B: metanol

O espectrometro de massa operou em modo de ionizagao negativo, por electrospray
(ESI), com aquisi¢ao em full scan. As temperaturas da fonte e capilar foram de 0°C e 250°C e

as voltagens de 4,5 kV e -10,00 V, respetivamente. Utilizou-se como gas nebulizador o azoto,
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com uma velocidade de fluxo de 20 arb (unidades arbitrarias) e uma velocidade do fluxo do
gas auxiliar de varredura (Azoto) de 0 arb. O gas de colisao utilizado foi o hélio, com uma

energia de colisao normalizada de 45%. Trés ciclos de fragmentagao foram utilizados (MS,

MS2, MS3).

2.2 DOSEAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO DOS FLAVONOIDES TOTAIS DO
EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

O doseamento dos flavonoides totais em extrato seco de Passiflora incarnata L. foi
realizado com o intuito de confirmar a padronizagao dada pelo fornecedor. O método de

dosagem utilizado, foi desenvolvido pela empresa Labialfarma S.A. e é descrito, seguidamente.

Preparagao das solugoes:

- Solugao mae: num balao fundo redondo de 100 ml, introduziram-se 0,500 g da
amostra pulverizada (extrato) e juntaram-se 40 ml de alcool 60% V/V. Aqueceu-se com
refluxo, em banho de agua a 60°C, durante 30 min, agitando-se frequentemente. Deixou-se
arrefecer e filtrou-se por algodao hidrofilo para um matraz de 100 ml.Transferiu-se o algodao
e o residuo para o balao de fundo redondo. Juntou-se 40 ml de dlcool a 60% V/V e aqueceu-
se, com refluxo, em banho de agua a 60°C, durante 10 min. Deixou-se arrefecer e filtrou-se a
mistura e o primeiro filtrado por filtro de papel para um balao volumétrico de 100 ml.
Completou-se o volume com o mesmo solvente, lavando o matraz, o balao de fundo

redondo e o filtro.

- Solugao amostra: num balao, introduziu-se 5 ml da solugao-mae. Evaporou-se a
secura, a pressao reduzida, e dissolveu-se o residuo em 10 ml de uma mistura de 10 volumes
de metanol e 100 volumes de acido acético glacial. Juntou-se 10 ml de uma solugao a 25 g/l
de acido boérico e a 20 g/l de acido oxalico em acido formico anidro e completou-se para 25

ml com acido acético anidro.

- Solugao de compensagao: num segundo baldo introduziu-se 5 ml da solugao-mae.
Evaporou-se a secura, a pressao reduzida, e dissolveu-se o residuo em |0 ml de uma mistura
de 10 volumes de metanol e 100 volumes de acido acético glacial. Juntou-se 10 ml de acido

formico anidro e completou-se para 25 ml com acido acético anidro.
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Decorridos 30 minutos, determinou-se a absorvéncia da solugao amostra a 394 nm,

em relagao a solugao de compensagao. Foram realizadas 2 leituras espectrofotométricas.

A percentagem de flavonoides totais F(%), € dada pela féormula:

o/ Ax11,57
F(%)= —
Onde:

A — absorvéncia da solugao a 394 nm.

m — massa da amostra em gramas.

2.3 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGCAO DO SISTEMA AUTOEMULSIFICANTE PARA
ADMINISTRACAO ORAL DO EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

As formulagoes com extratos vegetais necessitam de monitorizagao para poderem
ser utilizadas em formas farmacéuticas dada a possibilidade de ocorréncia de componentes

cianogénicos aliados a sua toxicidade.

A via oral constitui o meio mais comum de administracao das formas farmacéuticas
com efeitos sistémicos; estima-se que 90% das substancias ativas, sao veiculadas por esta via

(Ferreira et al,, 2011).

Os sistemas de libertagao autoemulsificantes foram desenvolvidos com o objetivo
principal de aumentar quer o efeito terapéutico da formulagao quer a taxa de absorgao dos

principios ativos de baixa hidrossolubilidade, de acordo com o referido no Capitulo |I.

No presente trabalho, foram estudadas, ensaiadas e otimizadas varias conjugagoes de
diferentes compostos para a veiculagio de um extrato seco de Passiflora incarnata L. num

sistema autoemulsificante.

2.3.1 EXCIPIENTES PARA A FORMULAGCAO

A escolha de excipientes adequados deve basear-se nas caracteristicas principais das
substancias ativas a incluir na formulagao, bem como, na possibilidade de interagao destas
substancias com os excipientes. O conhecimento na area biofarmacéutica e a disponibilidade
de tecnologias de produgao e de métodos analiticos sofisticados, permitem aos
farmacéuticos desenvolver formulagdes cada vez mais especificas (como é o caso dos
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sistemas autoemulsificantes), com maior seletividade na libertagao das substancias ativas e,

consequentemente, melhor eficacia terapéutica.

Os sistemas autoemulsificantes, como ja foi referido no capitulo I, sio definidos
como misturas isotropicas dos seus constituintes: 6leos (naturais ou sintéticos), tensioativos

(lipofilicos e/ou hidrofilicos) e cossolventes hidrossoluveis.
No presente trabalho foram utilizadas as seguintes matérias-primas:
|. Oleo:Triglicerideo caprico/caprilico de cadeia média (Labrafac CC, Gattefossé);

2. Tensioativos: Polioxietileno (20) monooleato de sorbitano (Polissorbato 80,
Unigema), Poliglicerol-6-dioleato (Plurol Oleique CC 497, Gattefossé) e

Monolaurato de propilenoglicol (Lauroglycol 90, Gattefossé);
3. Solventes: Etanol absoluto e Propilenoglicol;

4. Agente estabilizador: Povidona (PVP K30), Silica coloidal anidra (Aerosil 200).

A. PREPARACAO DAS FORMULACOES CONTENDO OLEO E TENSIOATIVOS

A escolha do dleo e dos tensioativos que compoem o sistema € fundamental para
que se consiga uma melhor solubilidade dos compostos intervenientes na formulagao.

De acordo com principios bem estabelecidos de emulsificagao, a combinagao entre
tensioativos, um com EHL elevado e outro com EHL baixo, é mais eficaz que a utilizagao de
um Unico tensioativo. Aqui utilizamos a conjugagao de Polissorbato 80 (EHL |5) com Plurol
Oleique CC 497 (EHL 3) ou com Lauroglycol 90 (EHL 3).

As quantidades de tensioativos e de dleo introduzidas na mistura foram calculadas
tendo em conta as utilizadas numa formulagao de referéncia (alvo de investigacao anterior),
dado que esta evidencia um comportamento tecnologico que pretendiamos reproduzir no
presente trabalho (Croda, 2010). Portanto, concluiu-se que o valor de EHL requerido é de
[1,53 ao qual correspondem 64,65% da mistura de tensioativos.

Partindo do prossuposto anterior, calcularam-se as quantidades necessarias de cada

componente, utilizando a seguinte férmula:
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(X—-EHL(B))

%A = (EHL (A) —EHL (B)

) x100 %B = 100 - %A
Onde:

A corresponde a Polissorbato 80 (EHL 15), B corresponde a Plurol Oleique CC 497 ou
Lauroglycol 90 (EHL3) e X ao valor de EHL pretendido (11,53).

Uma vez obtida a percentagem total de tensioativos através da férmula, esta foi
adaptada a 64,65%, percentagem a qual corresponde a quantidade de tensioativos na
formulagao de referéncia; os restantes 35,35% da mistura correspondem a percentagem de
oleo que é necessario adicionar (Tabela 4).

Nas formulagoes #| e #2 associaram-se o Labrafac CC e o Polissorbato 80 com o
Plurol Oleique CC 497 ou Lauroglycol 90, respetivamente, nas quantidades percentuais,
expressas na Tabela 4.

Em primeiro lugar adicionaram-se os dois tensioativos aos quais se juntou o Labrafac
CGC,; procedeu-se a agitagao no Vortex Genie 2, Scientific Industries, durante 2 minutos para

completa homogeneizagao.

Tabela 4 - Quantidade percentual dos componentes utilizados na preparagao de formulagdes.

Formulacao Componentes EHL Quanti(d%a;u::a:::)centual
Labrafac CC | 35,35
#l1 Polissorbato 80 I5 45,96
Plurol Oleique CC 497 3 18,70
Labrafac CC | 33,35
#2 Polissorbato 80 I5 45,96
Lauroglycol 90 3 18,70
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» CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As formulagoes preparadas com a composicao evidenciada na Tabela 4 foram
avaliadas quanto as caracteristicas organoléticas (analise macroscépica), ao tamanho e indice

de polidispersao das particulas da microemulsao formada, e ao tempo de emulsificagao.

- Avaliacao das caracteristicas organoléticas

A analise macroscopica das caracteristicas organoléticas das formulagoes preparadas
baseou-se na observagao visual da coloragao, turbidez, viscosidade, odor e homogeneidade;

este ensaio foi realizado apds a preparagao e ao fim de 24 horas.

- Medicao do tamanho e indice de polidispersiao das particulas

Este ensaio foi realizado com o objetivo de determinar o tamanho médio e indice de
polidispersao das particulas formadas apdés o processo de autoemulsificagao em agua
purificada.

Determinou-se por Espectroscopia de Correlagao Fotodnica, utilizando um Analisador
do tamanho de particulas submicrométricas, através de andlise unimodal (N5 Submicron
Particle Size Analyzer, Beckman Coulter). O analisador determina o tamanho das particulas
por medicao da taxa de difusio das particulas através de um fluido. A taxa de difusao
depende de trés fatores: temperatura e viscosidade do fluido e tamanho das particulas.
Antes de iniciar a determinagao do tamanho de particula da amostra, efetuou-se o
procedimento controlo, para testar o equipamento. Este controlo é realizado recorrendo a
solugoes adequadas, neste caso, de acordo com a gama de tamanho de particula,
teoricamente, prevista para a solu¢ao amostra, PCS control L100 (108,09 + 6,451 nm) e
L200 (176,69 £+ 10,601 nm).

Para diluir as solugoes controlo selecionadas, colocaram-se duas gotas de solugao
num balao volumétrico de 500 ml e completou-se o volume com agua purificada. Fechou-se
o balao e agitou-se para homogeneizar. Transferiram-se cerca de 10 ml de solugao para uma
seringa e acoplou-se a sua extremidade um filtro de 0,45 um. A solugao controlo filtrada foi
colocada numa cuvete de quartzo e lida a respetiva intensidade. Apds a verificagao da

intensidade da solugao controlo procedeu-se a medicao do tamanho e indice de
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polidispersao das particulas da solugao controlo. Todos os resultados obtidos foram
comparados com os especificados pelo fabricante.

Apods o processo anterior, colocou-se uma gota de cada formulagao, num balao
volumétrico de 500 ml e completou-se o volume com dagua purificada. Agitou-se até a
amostra estar completamente dispersada e submeteu-se a ultrassons durante |5 minutos.
Deixou-se repousar durante 2 horas e filtraram-se aproximadamente |2 ml por membrana
filtrante de 0,45 pm, rejeitaram-se os primeiros 2 ml do filtrado e transferiu-se a restante
solugao para a cuvete; determinaram-se o tamanho e o indice de polidispersao das

particulas. A andlise foi realizada em triplicado.

- Tempo de Emulsificacao

Este ensaio destinou-se a determinagao do tempo que as misturas demoraram a
autoemulsificar em agua (modo mais simples de se comprovar se um volume pequeno de
mistura se dispersa facilmente em agua purificada a 37°C, sob agitacao moderada). A
realizagao deste ensaio é relevante, visto ser uma simulagao, do tempo que a mistura
demorara a emulsificar em meio gastrico.

Num copo de precipitagao contendo 50 ml de agua purificada a 37+0,5°C e sob
agitacao a 600 rpm, deixaram-se cair duas gotas da mistura e acionou-se o cronémetro;
considerou-se o ensaio concluido quando as gotas da mistura se mostraram completamente

dispersas e registou-se o tempo decorrido. O ensaio foi realizado em triplicado.

B. PREPARACAO DAS FORMULACOES CONTENDO OLEO, TENSIOATIVOS E
EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

De forma a inferir qual o comportamento do extrato em conjunto com as
formulagoes realizadas no ponto anterior, adicionou-se a estas, extrato na quantidade
expressa na Tabela 5; o que implicou a redugao dos componentes (6leo e tensioativos) de
acordo com a formulagao usada como referéncia.

Iniciou-se o ensaio pela mistura dos tensioativos, seguidamente adicionou-se o
extrato seco, submeteu-se a mistura a cerca de 5 minutos de agitagio no Vortex,

acrescentou-se o 6leo, homogeneizou-se e procedeu-se a sua caracterizagao.
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Tabela 5 - Quantidade percentual dos componentes utilizados na realizagdo da mistura com extrato.

Formulagao Componentes EHL Q_uantldac&;’ercentual
Labrafac CC I 29,35
Polissorbato 80 |5 38,17
#la
Plurol Oleique CC 497 3 15,53
Extrato seco de Passiflora incarnata L. - 16,95
Labrafac CC I 29,35
Polissorbato 80 |15 38,17
#2a
Lauroglycol 90 3 15,53
Extrato seco de Passiflora incarnata L. - 16,95

= CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As misturas formadas com a composicao evidenciada na Tabela 5 foram avaliadas
quanto as caracteristicas organoléticas, tal como descrito no ponto 2.2.1 A, apos a

preparagao e ao fim de 24 horas.

C. PREPARACAO DAS FORMULACOES CONTENDO OLEO, TENSIOATIVOS,
EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L. E COSSOLVENTES

Dada a baixa solubilidade do extrato em estudo, analisou-se a solubilidade, em quatro
solventes diferentes, nomeadamente Agua purificada, Etanol absoluto, Propilenoglicol,
Polietilenoglicol 400 e uma mistura de Etanol absoluto e Propilenoglicol (8:2), tendo em
conta que 10% da composicao final de uma mistura autoemulsificante pode ser composta
por cossolvente (Podczeck e Jones, 2004; Pouton, 2000).

Adicionou-se extrato numa proporgao de |:10 de cossolvente, em tubos de ensaio
devidamente identificados que foram submetidos a agitagao utilizando o Vortex, durante 5
minutos e avaliou-se visualmente a solubilidade.

De forma a conseguir encontrar as melhores condi¢oes a formulagao, procedeu-se a
adicao, de cada um dos cossolventes nas formulagoes #laa e #2aa, ajustando as quantidades

de cada constituinte, tal como explicado anteriormente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Quantidade percentual dos componentes a utilizar na realizagao de formulagdes compostas por 6leo,
tensioativos, extrato seco de Passiflora incarnata L. e cossolvente.

Formulacio Componentes EHL Quantidade Percentual

(%)

Labrafac CC I 25,82

Polissorbato 80 |15 33,57

#laa Plurol Oleique CC 497 3 13,66
Cossolvente - 10

Extrato seco de Passiflora incarnata L. - 16,95

Labrafac CC I 25,82

Polissorbato 80 15 33,57

#2aa Lauroglycol 90 3 13,66
Cossolvente - 10

Extrato seco de Passiflora incarnata L. - 16,95

Solubilizou-se o extrato seco de Passiflora incarnata L. no cossolvente; de seguida,
adicionaram-se os tensioativos e procedeu-se a homogeneizacio no Vortex durante 5
minutos. Por fim, foi acrescentado o 6leo, homogeneizou-se e procedeu-se a caracterizagao

das formulagoes.

» CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As misturas formadas com a composicao evidenciada na Tabela 6 foram analisadas;
avaliaram-se as caracteristicas organoléticas, tal como descrito no ponto 2.2.1 A, apéds a

respetiva preparagao.

D. PREPARACAO DAS FORMULACOES CONTENDO OLEO, TENSIOATIVOS,
EXTRATO SECO PASSIFLORA INCARNATA L., COSSOLVENTE E AGENTE
ESTABILIZADOR

No intuito de aumentar a estabilidade da formulagao, impedindo a sedimentagao das
particulas, foi adicionado um agente estabilizador. Os agentes estabilizadores avaliados foram
silica coloidal anidra (Aerosil 200), e Povidona (PVP K30), segundo o representado na Tabela

7, tendo como referéncia as quantidades admitidas destes agentes em formulagoes lipidicas
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(Tarek e Danielle, 2015; Podczeck e Jones, 2004). Analisou-se o comportamento destes
agentes em diferentes quantidades, de forma a verificar a estabilidade das misturas.

A preparagao foi realizada pela mistura de dois cossolventes, Etanol absoluto e
Propilenoglicol, seguindo-se a adigao do extrato seco de Passiflora incarnata L. Acrescentou-se
de seguida o Polissorbato 80 e submeteu-se a mistura a ultrassons e a banho de agua a 45°C
durante 20 minutos. Separadamente, misturaram-se os componentes lipofilicos, Plurol
Oleique CC 497 ou Lauroglycol 90 com o Labrafac CC, e adicionaram-se a mistura aquecida.
De seguida, submeteu-se a mistura a agitagio moderada no Vortex e acrescentou-se o agente
estabilizador. Repetiu-se o procedimento, para as diferentes quantidades de agente

estabilizador em cada mistura (Tabela 7).

43



Capitulo Il — Caracterizagdo do extrato seco de Passiflora incarnata L.
Desenvolvimento, selegdo, otimizagdo e encapsulamento de sistemas microemulsificantes para administragdo oral

Tabela 7 - Quantidade percentual de componentes a utilizar na realizagdo de formulagées contendo o agente estabilizador.

Quantidade Percentual Quantidade Percentual Quantidade Percentual
Componentes
(% massa) (% massa) (% massa)

Labrafac CC 25,47 25,29 25,11
Polissorbato 80 33,11 32,88 32,65
Plurol Oleique CC 497 13,47 13,38 13,29
Etanol Absoluto 8,00 8,00 8,00

Cossolvente
Propilenoglicol 2,00 2,00 2,00
Aerosil 200 1,00 1,50 2,00
Extrato seco de Passiflora incarnata L. 16,95 16,95 16,95
Labrafac cc 24,94 24,76 24,05
Polissorbato 80 32,42 32,19 31,27
Lauroglycol 90 13,19 13,10 12,72
Etanol Absoluto 8,00 8,00 8,00

Cossolvente
Propilenoglicol 2,00 2,00 2,00
PVP K30 2,50 3,00 5,00
Extrato seco de Passiflora incarnata L. 16,95 16,95 16,95
Labrafac CC 25,47 25,29 25,11
Polissorbato 80 33,11 32,88 32,65
Plurol Oleique CC 497 13,47 13,38 13,29
Etanol Absoluto 8,00 8,00 8,00

Cossolvente
Propilenoglicol 2,00 2,00 2,00
Aerosil 200 1,00 1,50 2,00
Extrato seco de Passiflora incarnata L. 16,95 16,95 16,95
Labrafac CC 24,94 24,76 24,05
Polissorbato 80 32,42 32,19 31,27
Lauroglycol 90 13,19 13,10 12,72
Etanol Absoluto 8,00 8,00 8,00

Cossolvente
Propilenoglicol 2,00 2,00 2,00
PVP K30 2,50 3,00 5,00
Extrato seco de Passiflora incarnata L. 16,95 16,95 16,95
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» CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As misturas preparadas com a composi¢ao evidenciada na Tabela 7 foram avaliadas
quanto as caracteristicas organoléticas, tal como descrito no ponto 2.2.| A, apos a

preparagao.

2.3.2 PREPARAGAO E AVALIACAO DAS FORMULAGOES FINAIS

Em primeiro lugar, misturaram-se os dois cossolventes, Etanol absoluto e
Propilenoglicol, seguindo-se a adicao do extrato seco de Passiflora incarnata L.; juntou-se o
Polissorbato 80 e submeteu-se a mistura a aquecimento durante 20 minutos em banho de
agua a 45°C, agitando manual e constantemente, de forma a dissolver os constituintes.

Misturaram-se os componentes lipofilicos, o Plurol Oleique CC 497 ou Lauroglycol
90 com o Labrafac CC, e adicionaram-se a mistura aquecida. De seguida submeteu-se a
mistura a agitagdo moderada no Vortex e acrescentou-se o agente suspensor. Por fim, expos-
se a mistura ao Dispersor (IKA — Dispersor T25 Digital ULTRA-TURRAX), com rotagao

entre 8600rpm e | 1400rpm durante 10 minutos para homogeneizagao completa (Tabela 8).

45



Capitulo Il — Caracterizagdo do extrato seco de Passiflora incarnata L.

Desenvolvimento, sele¢do, otimizagdo e encapsulamento de sistemas microemulsificantes para administragéo oral

Tabela 8 - Quantidade percentual de componentes a utilizar nas Formulagées Finais.

Quantidade
Formulacdo Componentes EHL
Percentual (% massa)
Labrafac CC I 25,29
Polissorbato 80 I5 32,88
Plurol Oleique CC 497 3 13,38
| Etanol 8
Cossolvente -
Propilenoglicol 2
Aerosil 200 - 1,5
Extrato seco Passiflora incarnata L. - 16,95
Labrafac CC I 25,29
Polissorbato 80 I5 32,88
Lauroglycol 90 3 13,38
2 Etanol - 8
Cossolventes
Propilenoglicol 2
Aerosil 200 - 1,5
Extrato seco de Passiflora incarnata L. - 16,95

» CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

As Formulagoes finais, com a composicao descrita na Tabela 8 foram avaliadas;

determinaram-se as caracteristicas organoléticas (ao longo de 5 dias), o tamanho e indice de

polidispersao das particulas da microemulsao formada e o tempo de emulsificagao, tal como

descrito no ponto 2.2.1 A, apds a preparagao. Avaliaram-se também a viscosidade e a massa

volimica.

- Determinacao experimental da viscosidade

Para a determinacao da viscosidade das duas formulagoes, utilizou-se um viscosimetro

(viscosimetro rotativo ST-2010), que mediu a resisténcia de cada formulagiao a rotagao de

uma agulha (velocidade de rotagao de 6rpm) no seu seio. Foram realizadas 5 leituras.
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- Determinacao da Massa Volumica

A Massa volumica foi determinada utilizando um picnometro de vidro de | ml. A
técnica, consistiu em colocar o picnémetro vazio na balanga e registar a massa; de seguida,
preencheu-se o picnédmetro com a mistura até ao topo, colocou-se a tampa, tendo o cuidado
de limpar o excesso. Determinou-se a massa do picnoémetro cheio. Repetiu-se o processo

trés vezes.

Determinou-se p (massa volumica), utilizando a féormula seguinte:

m2(picnometro cheio)—ml(picnometro vazio)

volume do picnometro

2.4 PRODUCAO, ENCHIMENTO E SELAGEM DE CAPSULAS

No presente trabalho, o enchimento liquido de capsulas duras foi realizado na
unidade de producao da empresa Labialfarma S.A.

O encapsulamento, consiste fundamentalmente no enchimento liquido ou semissélido
de involucros gelatinosos, adquiridos comercialmente.

A producao é realizada em instalagoes adequadas, com equipamentos especializados,
sob condi¢oes controladas, incluindo varias etapas: preparagio do conteldo, enchimento,

selagem e secagem das capsulas.

2.4.| PREPARACAO E AVALIACAO DA FORMULACAO FINAL PARA
ENCAPSULAMENTO

Foram ajustadas as quantidades dos compostos de modo a preparar | kg (Tabela 9),

de mistura (liquida), seguindo o procedimento descrito no ponto 2.2.2.
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Tabela 9 - Quantidade de componentes para um |kg de mistura.

Quantidade para
Componentes
1 Kg (g)
Labrafac CC 252,9
Polissorbato 80 3288
Plurol Oleique CC 497 133,8
Etanol 80
Conteudo Cossolvente
Propilenoglicol 20
Aerosil 200 I5
Extrato seco de Passiflora incarnata L. 169,5

2.42 PREPARACAO DA SOLUGCAO DE GELATINA PARA SELAGEM

Nas quantidades expressas na Tabela 10, Polissorbato 80 com agua purificada foram
misturados num reator; de seguida acrescentou-se a gelatina e uniformizou-se a mistura.
Deixou-se em repouso durante | hora e posteriormente aqueceu-se a uma

temperatura entre os 55°C e os 60°C durante 2 horas. Reservou-se a mistura.

Tabela 10 - Quantidade de componentes para a solugdo da banda de selagem de gelatina.

Quantidade para
Componentes
| Kg (g)
Gelatina 247
Solucio de banda de Polissorbato 80 20
selagem de gelatina Agua purificada 733

243 PROCESSO DE ENCHIMENTO E SELAGEM

O processo de enchimento liquido ou semissolido de capsulas duras e de selagem,
deve ser realizado por mecanismos adequados, podendo ocorrer em equipamentos
separados ou em continuo. No presente trabalho, foi utilizado o Hicapseal®, dispositivo

desenvolvido pela Shionagi Qualicaps e capsulas duras de gelatina, tamanho 0.
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O sistema é constituido por um alimentador para capsulas de gelatina dura vazias, por
um rolo de retificagao, um bloco de separagao, um disco para o corpo e um disco para a
cabega das capsulas, um eliminador de capsulas com defeito, uma cuba para alimentagao do
produto de enchimento, um bloco de jun¢ao entre o corpo e a cabega da capsula, um tapete
de transferéncia, uma secgao de selagem e um dispositivo de secagem.

Este equipamento tem a vantagem do alimentador ser constituido por um sistema de
agitacao, e ter um revestimento, que por circulagio de agua quente, controla a temperatura
do material de enchimento mantendo-o em constante homogeneizagao. A temperatura do
liquido pode ser definida e controlada até 80°C.

As capsulas vazias foram colocadas no alimentador e de seguida ajustou-se o
equipamento as condi¢coes necessarias ao enchimento e iniciou-se o processo. Apos a
acoplagem da cabega ao corpo da capsula cheia, as capsulas sao direcionadas para a secgao
de selagem.A secgao que efetua a aplicagao da banda de selagem posiciona as capsulas sobre
discos de secagem que giram em simultineo com a solugao de selagem. A solugao de
selagem, foi aplicada apenas na zona de jungao entre o corpo e a cabega da capsula; de
seguida, as capsulas foram encaminhadas para a secagem (Qualicaps LLC, 2015; Santos,2012;

Podczeck e Jones, 2004).

2.5 DOSEAMENTO DOS FLAVONOIDES TOTAIS NO CONTEUDO DAS CAPSULAS

Este ensaio foi realizado seguindo o método descrito no ponto 2.2, adaptando a
massa da amostra ao contelldo da formulagao; tendo em conta que cada capsula tem 705 mg
de massa dos quais 19,5 mg sao extrato seco de Passiflora incarnata L., foram necessarias

2,950 g de conteudo, correspondentes a 0,500 g de extrato seco.

2.6 TEMPO DE DESAGREGACAO DAS CAPSULAS

Este ensaio realizou-se de acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9.0 e destina-se a
avaliar o maior ou menor grau de desagregacao de comprimidos e capsulas, em meio liquido,
num determinado tempo.

Foi utilizado um aparelho de desagregacao nas condigoes experimentais adequadas,
considerando-se que a desagregacao foi atingida quando todas as capsulas se apresentaram
desagregadas, sem qualquer residuo sobre a rede, ou caso ainda existisse residuo, este fosse

apenas constituido por uma massa mole que nao incluisse qualquer nicleo palpavel, nao
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embebido, ou nao subsistissem sobre a rede mais do que fragmentos de invélucro que
pudessem eventualmente aderir a face inferior do disco.

Utilizou-se agua como liquido de desagregagao a 37+0,5°C de temperatura. Ligou-se o
aparelho 30 minutos antes da execugao do ensaio. Foi colocada uma capsula em cada um dos
6 tubos cilindricos que constituem os dois suportes do aparelho e um disco em cada tubo
para que as capsulas nao flutuassem. Acionou-se o equipamento para o movimento dos
suportes, observou-se e registou-se o tempo que as capsulas demoraram a desagregar. O

ensaio nao devera exceder 30 minutos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO DE FLAVONOIDES DO EXTRATO SECO PASSIFLORA INCARNATA
L. POR LC-PDA- MSn

A Figura 9 ilustra o perfil cromatografico do extrato seco de Passiflora incarnata L.

registado a 340 nm.
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Figura 9 - Perfil cromatografico.

A andlise por LC-PDA-MSn permitiu identificar treze flavondides presentes no
extrato, através das caracteristicas espectrais, UV e MS, nomeadamente perfil e maximos de
absor¢ao dos espetros de UV e idoes moleculares e respetiva fragmentagao. A Tabela |1
reune cada uma dessas caracteristicas que interpretadas com base em dados bibliograficos

permitiram sugerir a estrutura provavel de cada composto.

52

70



Tabela 1| - Flavondides identificados por LC-DAD-MSn.

ESI-MSn
PDA 5 A
N° Composto tR lao MS2 MS3 Referéncia
(min) (Anm) Molecular
[M-HT (m/z) [m/z (abundancia relativa, %)]
o . 593 (0,64), 533 (0,75), 503 (34,08), | 473 (1,86), 413 (1,19;), 383
|| Spgenina (‘(/?c;']ﬁa ) 10,96 g‘z‘g 271, 593 473 (100), 455 (3,01), 425 (1,59), | (13,30), 365 (1,40), 353
g 397 (0,80), 383 (32,86), 353 (61,97) | (100)
529 (1,43), 517 (1,19), 499 3,31,
489 (7,93), 487 (31,13), 458
g . » 244,272, (22,69), 457 (100), 439 (2,98), 409 | 367 (14,55), 337 (100), 309
2 | Crisina 6,8-di-C-glucosido | 16,68 315 577 (1,04), 397 (1,74), 379 (2,92), 368 (1,15) Han et al,, 2007
(3,61), 367 (25,91), 338 (7,02), 337
(53,18)
Luteolina 8-C-glucésido 244, 257sh,
3 | Heos 17,63 | 268, 290sh, 447 327 (100); 357 (45,06) 327 (100); 299 (21,42)
(Isdbmero da Orientina) 344
Luteolina 8-C-glucésido 244, 257sh,
4 o 18,99 | 269, 293sh, 447 369 (3,90), 357 (59,27), 327 (100) | 327 (100), 299 (15,09) Ferreres et al, 2003
(Orientin) 345
Apigenina 2"-O-ramnosil- 244, 270, 577 457 (7,67); 413 (100); 311 (3,95);
5 C-hexdsido 23,87 337 293 (19,24) 293 (100) Ferreres et al.,, 2007
Crisina 2"-O-ramnosil-C- | 27,08 | 244, 270, 441 (18,93), 397 (64,79), 337
6 hexésido 315 561 (22,71, 295 (16,33), 277 (100) 277 (100), 175 (17,08) Ferreres et al.,, 2007
ueolina 2"-O-glucosil-8- ot 256sh, 413 (100); 395 (42,13); 369 (85,17); | 369 (100)
7 | C-ramnésido 28,76 | 268, 341 593 (100); (42,13); (85,17); Ferreres et al,, 2007

327 (50,94)




. - 244, 255sh, 448 (10,57), 447 (78,06), 43
8 | Luteolin 7-O-rutinésido 31,62 267, 347 593 (12,30), 327 (10,97), 285 (100) 285 (100) Cuyckens et al,, 2001
Apigenina 6-C-ramnosil- 244 253¢h 487 (39,70), 473 (32,02), 457 (100),
9 | 8-C-glucdsido 3363 | 5703 4|S ’ 577 415 (74,72), 383 (14,48), 353 383 (4,66), 353 (100) Wang et al, 2015
(Isoviolantina) ’ (67,90), 311 (71,34)
Apigenina 6-C-glucosil- 8- 253sh: 266: 515 (9,9), 487 (17,9); 473 (100),
10 | C-ramnésido 34,47 s 577 457 (39,2); 415 (6,98); 353 (15,12); -
288sh; 341
(Violantina) 311 (10,90)
244, 258sh, . :
11 | Luteolina 8-ramnésido | 42,46 | 268, 291sh, 431 327 (100); 357 (40,8) ?32;)“00), 299 (29.8); 284
350 '
- . 473 (12,59), 415 (100), 357
Apigenina 7-0-glucosil- 270, 291sh,
12 | TPE & ® 577 (3,12), 353 (5,04), 327 (3,22), 311 | 353 (42,38), 311 (100)
ramnosido 340 (13,68)
o . 473 (32,97), 415 (100), 413 (5,90),
13 Apigenina 4'-0-glucosil-C- 4518 244,269, 577 357 ES 81 )353 (‘g 3 I)) 327 (2 90)) 353 (26,34), 311 (100), 309
ramnosido ’ 336 30 (|‘77|’) i R (1,19)

Obs: Os flavonodides identificados sao predominantemente derivados da apigenina e da luteolina, encontrando-se glicosilados, essencialmente
sob a forma de C-glicosidos.
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3.2 DOSEAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO DOS FLAVONOIDES DO EXTRATO
SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

O resultado obtido no doseamento dos flavondides totais do extrato seco de
Fassiflora incarnata L. (2,3%), Tabela 12, confirmou a percentagem indicada pelo fabricante (2

2% de flavonoides totais).

Tabela 12 - Doseamento dos flavonoides do extrato seco de Passiflora incarnata L.

Extrato seco

Massa da amostra 0,500
(e
Média da leitura de
n . 0,100
absorvéncia
Percentagem de 2300
flavonoides totais (%) ’

3.3 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZAGAO DE SISTEMAS AUTOEMULSIFICANTES PARA
ADMINISTRAGAO ORAL DO EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

A. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES CONTENDO
OLEO E TENSIOATIVOS

De forma a conseguir a melhor combinagao entre os constituintes das formulagoes,
avaliou-se o comportamento da mistura entre os tensioativos e o 6leo. Observaram-se as
caracteristicas organoléticas (Tabela 13), o tamanho de particula e indice de polidispersao da
microemulsao formada e o tempo de emulsificagao (Tabela 14).

Relativamente as caracteristicas organoléticas, as formulagoes foram avaliadas,
visualmente, apos a preparagao e ao fim de 24 horas, apresentando-se homogéneas, sem

formacgao de aglomerados solidos ou separagao de fases.
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Tabela 13 - Avaliagio das caracteristicas organoléticas das Formulagées contendo 6leo e tensioativos.

Tempo Caracteristica Formulacio #I Formulacio #2
Cor Amarelada Amarelada
Turbidez Transparente Transparente
Apés Viscosidade Alguma Alguma
preparacio Odor Inexistente Pouco significativo
Homogeneidade Homogénea Homogénea
Cor Amarela Amarela
Turbidez Transparente Transparente
Apos 24 Viscosidade Alguma Alguma
horas Odor Inexistente Pouco significativo
Homogeneidade Homogénea Homogénea

Formulagao #1: Labrafac CC, Polissorbato 80 e Plurol Oleique CC 497
Formulagao #2: Labrafac CC, Polissorbato 80 e Lauroglycol 90

Ambas as formulagdes foram compostas por dois tensioativos, Polissorbato 80 e
Plurol Oleique CC497 ou Lauroglycol 90, e 6leo (Tabela 4, Capitulo Il).

O Labrafac CC, foi escolhido como 6leo por apresentar caracteristicas lipofilicas, por
ter uma viscosidade relativamente baixa comparada com outros oOleos vegetais, elevadas
miscibilidade e solubilidade, ser estavel contra a oxidagao, nao interferir com aromas e
odores das preparagoes orais, ter ampla compatibilidade com muitas substancias ativas em
diferentes formulagdes ja estudadas e por ser de digestao rapida (Cirri, Mura e Mora, 2007).

Por sua vez, os tensioativos escolhidos foram do tipo nao-idnico, sendo estes
geralmente indicados para aplicagoes farmacéuticas e formulagées microemulsionadas, pois
apresentam menor toxicidade e sio menos afetados por mudancas de pH e forgas idnicas
(Constantinides, 1995). Por exemplo, o Polissorbato 80 é amplamente utilizado em produtos
farmacéuticos e cosméticos devido ao baixo custo e reduzida toxicidade. Além disso, os
tensioativos nao-ionicos podem melhorar a solubilidade dos farmacos, assim como reduzir a
tensao interfacial de superficie e favorecer a penetragao do farmaco pelas células epiteliais
(Baek et al, 2013). Ao manter o farmaco solubilizado por um tempo prolongado no local da
absorgao, estes sistemas permitem que esta seja mais eficaz e evitam a precipitagao daquele

no limen intestinal (Kohli et al., 2010).
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Tabela 14 - Avaliagdo do tamanho de particula, do indice de polidispersiao e do tempo de emulsificagao.
(média de trés repetigcdes)

Média do Média do indice Média do tempo de
Formulagao tamanho de an - emulsificacio
, de polidispersao .
particula (nm) (min:seg)
#1 188,9 0,307 2:63
#2 158,1 0,251 10:55

Formulagao # |:Labrafac CC, Polissorbato 80 e Plurol Oleique CC 497
Formulagao # 2:Labrafac CC, Polissorbato 80 e Lauroglycol 90

O tamanho de particula foi avaliado no N5 Submicron Particle Size Analyzer,
Beckman Coulter (Espectrofotometria de correlagao fotonica), tal como descrito no ponto
2.2.1 A, por medigao da taxa de difusao das particulas (Talegaonkar et al.,, 2008).

Este € um parametro importante na avaliagao de sistemas SEDDS, devido ao facto de
estar diretamente relacionado com a absorgao no organismo; quanto mais pequeno for o
tamanho de particula, melhor sera a absorgao; neste pressuposto, devera ser o mais
reduzido possivel (Pouton, 2000). Além do tamanho de particula, é fundamental
conhecermos o indice de polidispersao, uma vez que estes fatores somados exercem
influéncia na estabilidade destes sistemas. O indice de polidispersio fornece informagao
acerca do grau de homogeneidade do diametro das particulas. Pode variar entre 0 quando
todas as particulas de dispersao apresentam aproximadamente o mesmo tamanho, e |
quando o diametro médio das particulas é bastante heterogéneo (Kuo et al, 1987; Janeiro,
201 1; Olariu et al., 2014).

As duas formulagoes apresentaram tamanhos de particula dentro do intervalo de
valores esperado para este tipo de formulagoes (100-250nm), Tabela 14 e Figuras 10 e I, o
que significa que o método utilizado, bem como o procedimento na execugao foram
exequiveis e bem sucedidos. Quanto ao indice de polidispersao, sendo os valores inferiores
a 0,5, pode-se concluir que se trata de misturas com distribuicaio homogénea (Kohli et al,

2010). O ensaio foi realizado em triplicado.
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Figura 10 - Tamanho de particula obtido na leitura de 3 repeti¢coes da formulagao #1.
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Figura |1 - Tamanho de particula obtido na leitura de 3 repeti¢des da formulagao #2.

B. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES CONTENDO
OLEO, TENSIOATIVOS E EXTRATO SECO DE PASSIFLORA INCARNATA L.

Apods a obtengao das formulagoes anteriormente descritas, e dado que ambas
apresentavam caracteristicas aceitaveis, foram preparadas novas formulagdes com inclusao
do extrato seco de Passiflora incarnata L. Misturou-se o extrato seco com a Formulagao #1 e

#2 anteriormente referidas. Avaliaram-se as caracteristicas organoléticas (Tabela 15).
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Tabela 15 - Avaliagido das caracteristicas organoléticas da mistura de extrato com tensioativos.

Tempo Caracteristicas Formulacao #la Formulacdo #2a
Cor Castanha Castanha
Turbidez Tuarbida Tarbida
Apés Viscosidade Muito viscosa Muito viscosa
preparacio Odor Pouco significativo Pouco significativo
Homogeneidade Heterogéneo Heterogéneo
Cor Castanha Castanha
Turbidez Tarbida Tarbida
Apos 24 Viscosidade Muito viscosa Muito viscosa
horas Odor Pouco significativo Pouco significativo

Homogeneidade

Heterogéneo

Heterogéneo

Formulagao #la: Formulagao #| e extrato seco de Passiflora incarnata L.

Formulagao #2a: Formulagao #2 e extrato seco de Passiflora incarnata L.

Apos observagao visual das misturas, foi possivel constatar que houve separagao dos

componentes de cada formulagao, apresentando aspeto aglomerado, heterogéneo, formagao

de deposito, caracteristicas estas desfavoraveis as formulagoes.

C. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES CONTENDO
OLEO, TENSIOATIVOS, COSSOLVENTES E EXTRATO SECO DE PASSIFLORA
INCARNATA L.

De modo a tentar ultrapassar a heterogeneidade e deposito apresentados pelas

formulagoes descritas no ponto anterior, tentou encontrar-se um cossolvente capaz de

dissolver o extrato sem promover reagao com os restantes componentes da formulagao. Foi

entao avaliada a solubilidade do extrato seco em dagua destilada (H,0), Etanol absoluto,

Propilenoglicol e Polietilenoglicol, a partir dos quais se obtiveram os resultados expressos

nas Tabelas |6 e |7.
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Tabela 16 - Avaliacao da solubilidade do extrato seco com o solvente.

Mistura Percentagem de depésito
Extrato seco de Passiflora incarnata L.+ H,O 0,1%
Extrato seco de Passiflora incarnata L.+ Propilenoglicol 20,02%
Extrato seco de Passiflora incarnata L.+ Polietilenoglicol 400 23,08%
Extrato seco de Passiflora incarnata L.+ Etanol absoluto 15,39%

Tabela 17 - Avaliagao da solubilidade de cada formulagao com o solvente.

Mistura Percentagem de depésito

Formulagao #la + H,O 41,67%
Formulagao #la + Propilenoglicol 46,15%
Formulagao #la + Polietilenoglicol 400 50,00%
Formulacdo #la + Etanol absoluto 41,67%
Formulagao #2a + H,O 43,10%
Formulagao #2a + Propilenoglicol 50.00%
Formulagao #2a + Polietilenoglicol 400 50,00%
Formulagao #2a + Etanol absoluto 50,00%

Formulagao #la: Formulagao #| e extrato seco de Passiflora incarnata L.

Formulagio #2a: Formulagao #2 e extrato seco de Passiflora incarnata L.

Como é possivel deduzir dos resultados obtidos, o extrato apresenta fraca
solubilidade na maioria dos solventes estudados.

Nao sendo aconselhavel a utilizagio de H,O nestes sistemas e o facto de ainda se
obter grande quantidade de depdsito, motivou a dissolugao do extrato em dois
cossolventes: Etanol Absoluto e Propilenoglicol na proporgao (8:2), tendo-se obtido uma
percentagem de deposito menor (28%).

Avaliaram-se entao as misturas inicialmente formadas com os dois cossolventes, e

observaram-se as caracteristicas organoléticas apos a preparagao, mostradas na Tabela 8.
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Tabela 18 - Avaliagio das caracteristicas organoléticas das formulagées com a adi¢cdo de cossolventes.

Caracteristica Formulacao #laa Formulacao #2aa
Cor Castanha Castanha
Turbidez Tuarbida Tarbida
Viscosidade Viscosa Viscosa
Odor Pouco significativo Pouco significativo
Homogeneidade Heterogéneo Heterogéneo

Formulagao #laa: Formulagao #la, Etanol Absoluto e Propilenoglicol

Formulagao #2aa: Formulagio #2a, Etanol Absoluto e Propilenoglicol

A partir dos resultados obtidos (Tabela [8), foi possivel constatar que ainda havia

formagao de deposito, sendo, no entanto, menos significativo.

D. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES CONTENDO
OLEO, TENSIOATIVOS, COSSOLVENTES, EXTRATO SECO DE PASSIFLORA
INCARNATA L. E AGENTE ESTABILIZADOR

Apds a adicao de Etanol Absoluto e Propilenoglicol as formulagdes em estudo,
verificou-se que ainda havia formagao de algum deposito, cerca de 20%, em consequéncia da
quantidade de material suspenso na mistura, de forma a ultrapassar este problema foi
adicionado um agente estabilizador, sendo este caracterizado por reduzir a velocidade de

sedimentagao das particulas da mistura.

Foi avaliado o comportamento dos agentes estabilizadores, silica coloidal anidra
(Aerosil 200) e Povidona (PVP K30), observando-se as caracteristicas organoléticas apos

preparagao, tal como se mostra na Tabela 19.
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Tabela 19 - Avaliacio das caracteristicas organoléticas da mistura com a adigao de agentes estabilizadores.

Formulacio #laa Formulacio #2aa
Caracteristica ™ 25561200 | PVPK30 | Aerosil 200 PVP K30
(1%) (2,5%) (1%) (2,5%)
Cor Castanha Castanha Castanha Castanha
Turbidez Tuarbida Tarbida Tuarbida Tuarbida
Viscosidade Viscosa Viscosa Viscosa Viscosa
Pouco Pouco Pouco Pouco
Odor
significativo significativo significativo significativo
Aglomerado Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Depésito Sim Sim Sim Sim
Aerosil 200 PVP K30 o PVP K30
(1,5%) (3%) PVP K30 (3%) (3%)
Cor Castanha Castanha Castanha Castanha
Turbidez Turbida Turbida Turbida Turbida
Viscosidade Viscosa Viscosa Viscosa Viscosa
Pouco Pouco Pouco Pouco
Odor
significativo significativo significativo significativo
Aglomerado Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Depésito Nao Sim Nao Sim
Aerosil 200 PVP K30 Aerosil 200 o
Cor Castanha Castanha Castanha Castanha
Turbidez Turbida Tarbida Tuarbida Tuarbida
Viscosidade Viscosa Viscosa Viscosa Viscosa
Pouco Pouco Pouco Pouco
Odor
significativo significativo significativo significativo
Aglomerado Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Deposito Sim Sim Sim Sim

Formulagao #laa: Formulagao #la, Etanol Absoluto e Propilenoglicol

Formulagao #2aa: Formulagao #2a, Etanol Absoluto e Propilenoglicol

Dado o objetivo principal de impedir a sedimentagao, ou seja, o depdsito observado,
com adigao do agente estabilizador, perante os resultados obtidos, concluiu-se, que PVP K30
ou o Aerosil 200 na concentragao de 1% ou 2% nao evitou a formagao de aglomerados
solidos e de depdsito; no entanto, Aerosil 200 na concentragao de 1,5%, permitiu que, as
formulagcoes adquirissem as caracteristicas desejadas (homogéneas e sem formagiao de

depésito).
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3.4 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES FINAIS

Apods a selecao e otimizagcao das misturas de excipientes, cossolventes e agente

estabilizador na formulagao com o extrato seco de Passiflora incarnata L., foram avaliadas as

caracteristicas organoléticas, ao longo de 5 dias, o tamanho e indice de polidispersao das

particulas da microemulsao formada, tempo de emulsificagao, viscosidade e massa volumica

(Tabelas 20, 21, 22 e 23 e Figuras 12 e 13).

Tabela 20 - Avaliagdo das caracteristicas organoléticas das Formulagées ao longo de 5 dias.

Formulacdo | Dia Caracterizacido
| Sem deposito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
2 Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
| 3 Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
4 Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
5 Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
I Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Muito viscosa
2 Sem depdsito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Pouco Viscosa
2 3 Sem depésito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Muito viscosa
4 Sem depésito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Muito viscosa
5 Sem depésito; Homogénea; Cor castanha; Odor pouco significativo; Muito viscosa

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 20, verificou-se que as

formulagoes nao sofreram alteragoes organoléticas significativas, com o tempo, mantendo-se

estaveis.

Tabela 21 - Avaliagdo do tamanho de particula, do indice de polidispersao e do tempo de emulsificagao.

Média do Média do tempo de
Média do indice
Formulaciao tamanho de emulsificacdo
de polidispersao
particula (nm) (min:seg)
| 137,7 0,288 1:55
2 112,6 0,466 2:13
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Intensity

S29 (»m vasr

Figura 12 - Tamanho de particula obtido na leitura de 3 repeti¢des da Formulagao |.

Figura 13 - Tamanho de particula obtido na leitura de 3 repeti¢cdes da Formulagio 2.

Relativamente ao tamanho de particula e a2 média do indice de polidispersao, o
tamanho de particula mais aconselhavel é o que tem um valor inferior, pois melhor sera a
absorgao da substancia ativa no trato gastrointestinal; neste caso, a Formulagao 2 apresenta
menor tamanho de particula e a Formulagao |, menor média do indice de polidispersao
(Tabela 21).

Tal como referido anteriormente no ponto 3.2 A, quanto menor o tempo de
emulsificagao melhores serao as caracteristicas apresentadas pela formulagao. Sendo neste
caso, a Formulagao | a que é capaz de emulsificar com maior rapidez (Tabela 21).

A determinagao da viscosidade de uma mistura SEDDS é um parametro que indica se

o sistema & O/A ou A/O, sendo geralmente considerado o primeiro de baixa viscosidade e o
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segundo de viscosidade elevada (Sapra et al, 2012; Singh et al, 2009). O valor de viscosidade
é importante para prever o comportamento da formulagao durante o enchimento, caso esta
se apresente muito reduzida pode haver “salpicos”, que irao contaminar a area de
encapsulamento e dificultar a boa vedagao das cdpsulas. Geralmente a viscosidade dos
liquidos nestes sistemas deve estar compreendida entre 0,1 Pa.s e 25 Pas (100 cP e

25000cP) (Santos, 2012).

Tabela 22 - Avaliacao da viscosidade.

Formulacao Centipoise (cP) % X (cP)
3185,9 85,6
3401,5 89,3
I
3458,3 90,5 3318,6
- rpm=6
3218,0 84,5
3330,6 87,4
3597,6 87,8
3602,3 88
2
3624,5 88,3 3608,12
- rpm=6
3610,4 88,1
3605,8 88

Considerou-se a formulagao |, com melhor desempenho, dado que o valor obtido de
viscosidade é mais baixo, estando compreendido dentro do intervalo de valores considerado
aceitavel (Tabela 22).

A massa volumica ou densidade de um composto define-se como o quociente entre
a massa e o volume desse corpo. Neste estudo, pretendeu-se obter um valor de massa
volimica reduzido, de forma a impedir que a formulagao apresente caracteristicas, que nao
lhe permitam atingir os objetivos requeridos, nomeadamente, a possibilidade de ficar retida
no TGl.

Como se pode constatar pelos resultados obtidos, a Formulagao 2, apresenta um
valor de massa volimica mais baixo, verificando-se, no entanto, uma diferenga muito

pequena em relagao ao conseguido para a Formulagao | (Tabela 23).
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Tabela 23 - Avaliagio da massa volumica.

Formulagio mi(g) m2(g) m(mz(g)- mi(g)) p(glcm3)
7,493 8,688 1,195
| 6,928 8,126 1,198 1,195
7,489 8,682 1,193
7,506 8,694 1,188
2 7,505 8,675 1,170 1,175
7,493 8,659 1,166

3.5 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DA FORMULAGCAO FINAL PARA
ENCAPSULAMENTO

Apos a observacao e analise dos resultados obtidos a partir das Formulagoes | e 2,
conclui-se que ambas possuiam propriedades promissoras relativamente ao objetivo
pretendido. No entanto, selecionou-se a formulagao | que apresentou um pequeno tamanho
de particula, baixo indice de polidispersao, menor tempo de emulsificagao, menor
viscosidade e massa volumica aceitavel.

Perante estes resultados, foi desenvolvida a Formulagao Final para um total de | kg,
com a composigao e segundo o método descrito no ponto 2.3 do Capitulo Il.

Depois de preparada a Formulagao, foram analisadas as respetivas caracteristicas:
organoléticas, tamanho e indice de polidispersao das particulas da microemulsao formada e

tempo de emulsificagao, viscosidade e massa volimica.

Tabela 24 - Avaliagio das caracteristicas organoléticas da Formulagao Final.

Dias Caracterizaciao

| Sem depdsito; Homogénea; Cor castanho mel; Odor pouco significativo; Viscosa

Sem depdsito; Homogénea; Cor castanho mel; Odor pouco significativo; Viscosa

Sem depdsito; Homogénea; Cor castanho mel; Odor pouco significativo; Viscosa

Sem deposito; Homogénea; Cor castanho mel; Odor pouco significativo; Viscosa

vl M| W N

Sem deposito; Homogénea; Cor castanho mel; Odor pouco significativo; Viscosa
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Dada a observagao ao longo dos 5 dias, foi possivel verificar que com o tempo as

caracteristicas organoléticas da formulagao, nao sofreram alteragoes significativas (Tabela

24).

Tabela 25 - Avaliagdo do tamanho de particula, do indice de polidispersao e do tempo de emulsificagdo. (Formulagio Final)

Média do - — Média do tempo de
- Média do indice . ~
Formulacao tamanho de . g ~ emulsificacdo
. de polidispersao .
particula (nm) (min: seg)
| 121,8 0,513 1:37
Y
—rept ¢
- o2
2 80 140 200 260 320 J8( L0 500 540
Size inm) [linear]

Figura 14 - Tamanho de particula obtido na leitura de 3 repeti¢des da Formulagao Final.

Relativamente ao tamanho de particula e 2 média do indice de polidispersao, tal como
explicado anteriormente, é desejavel um reduzido valor; considerando, os resultados
obtidos, podemos afirmar que a formulagao apresenta valores adequados para os

parametros ensaiados (Tabela 25, Figura 14).

Tabela 26 - Avaliagcao da viscosidade (rpm=6).

Centipoise (cP) % X (<P)
3585,5 94,6
3634,3 95,6
3592, 91,7 | 3581,36
3522,7 92,4
3572,2 93,7
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Considerando-se os valores inscritos na Tabela 26, concluimos que estes estao

dentro dos valores considerados aceitaveis.

Tabela 27 - Avaliagio da massa volumica.

m(g) m2(g) m(ma(g)- mi(g)) p(glcm?)
7,487 8,638 1,151
7,488 8,652 I,164 1,11523
7,488 8,630 1,142
Relativamente aos valores obtidos de massa volumica (I,I1 g/cm®), consideram-se

apropriados a formulagao em estudo (Tabela 27).

3.6 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS APOS ENCHIMENTO E SELAGEM DAS
CAPSULAS

Apos o enchimento liquido das capsulas duras na Unidade de Produgao da Empresa
Labialfarma S.A., obtiveram-se capsulas tal como se mostra na Figura |5, sendo cada uma

composta pelas quantidades expressas na Tabela 28.

Tabela 28 - Composicao por capsula.

Componentes Quantidade (mg)

Labrafac CC 178,3

Polissorbato 80 231,8

Plurol Oleique CC 497 94,3

Composicdo Etanol 56,4
da Capsula Cossolvente :
Propilenoglicol 14,1

Aerosil 200 10,6

Extrato seco de Passiflora incarnata L. 119,5
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Figura 15 - Capsulas de gelatina contendo extrato.

A. AVALIACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ENSAIO DE DOSEAMENTO
ESPECTROFOTOMETRICO DOS FLAVONOIDES TOTAIS DO EXTRATO SECO
DE PASSIFLORA INCARNATA L.

No que respeita ao doseamento do extrato seco de Passiflora incarnata L. presente na

formulagao encapsulada, foi obtido um valor de 2,1% de flavonoides totais (Tabela 29).

Tabela 29 - Doseamento dos flavonoides totais do extrato seco na formulagao encapsulada.

Extrato seco na
formulacgio

Massa da amostra 2,680
(®
Média da Itiltu.ra de 0,486
absorvéncia
Percentagem de 2100
flavonoides totais (%) ’

Pode concluir-se que esta diferenca de valor de percentagem entre o doseamento do
extrato seco isolado e na formulagao pode ser motivada por alguma pequena interferéncia

dos excipientes da formulagao.

B. AVALIACAO DO RESULTADO OBTIDO NO ENSAIO DE DESAGREGACAO DAS
CAPSULAS

O tempo de desagregacao obtido foi de 2 minutos e 20 segundos, o que indica uma
cedéncia bastante rapida, adequada ao sistema automicroemulsificante para uso oral,

desenvolvido neste trabalho de investigacao.
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4. CONCLUSAO

Tendo em vista a necessidade extrema de seguranga para o que se administra ao
organismo, Dhawan et al. (2004), apos pesquisa e estudo da literatura cientifica, considerou-
se a Passiflora incarnata L. como possuidora de propriedades ansioliticas, eficaz e de baixo
custo, além de ser uma planta com uma longa histéria de utilizagao tradicional.

Tendo em conta estes fatores, selecionamos um extrato seco de Passiflora incarnata L.
para o desenvolvimento de formulagoes automicroemulsificantes.

Analisamos o extrato seco por LC-PDA-MSn e confirmamos que a matéria-prima em
estudo é composta maioritariamente por flavonoides, que desempenham a fungao
terapéutica pretendida na formulagao. Apds ensaio de doseamento foi obtido o resultado de
2,3% em flavonoides totais o que nos levou a concluir que o extrato, cumpre a especificagao.

Desenvolvemos, selecionamos e otimizamos uma forma farmacéutica de
administragao oral utilizando um sistema inovador, autoemulsificante para administragao oral
do extrato seco de Passiflora incarnata L.

No decurso do desenvolvimento e otimizacao dos sistemas autoemulsificantes foram
preparadas varias formulagoes de diferente composicao e realizadas determinagoes,
nomeadamente, tamanho e indice de polidispersao das particulas da microemulsao formada,
tempo de emulsificagao, viscosidade e massa volumica, que permitiram selecionar a
conjugacao de excipientes mais adequada.

A formulagao otimizada composta por oleo (Triglicerideo caprico/caprilico,
25,29%), Polioxietileno 20, Monooleato de sorbitano (32,88%), Poliglicerol-6-dioleato
(13,38%), Etanol absoluto (8%), Propilenoglicol (2%), Silica coloidal anidra (1,5%) e extrato
seco de Passiflora incarnata L. (16,95%). Foi preparado um lote laboratorial, analisado
relativamente aos parametros descritos e sujeito a encapsulamento em céapsulas duras de
gelatina e aplicagao de banda de selagem.

Nas capsulas de gelatina dura, procedeu-se ao doseamento do extrato, no conteudo
das capsulas, que permitiu concluir, que independentemente dos excipientes conjugados na
formulagcao, o valor determinado para os flavonodides totais de 2,1%, foi idéntico ao
inicialmente determinado no extrato seco.

Foi também realizada a determinagao da desagregacgao, das capsulas, que foi rapida, o
que nos leva a prever um comportamento semelhante no TGI.

No entanto, futuramente sera importante realizar ensaios de dissolugao das formas

farmacéuticas preparadas, para determinagao do perfil de dissolugao da substancia ativa e,
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ensaio in vivo em animais para compreender o perfil de absorcao da substincia ativa no
organismo.

Em conclusiao, é possivel afirmar que a realizagio deste trabalho de investigacao
permitiu desenvolver e otimizar capsulas para administragdao oral a partir do extrato seco de
Passiflora incarnata L., com atividade ansiolitica, utilizando um sistema automicroemulsificante,

de acordo com o objetivo definido.
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