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Para atingir o objetivo foram elaboradas emulsées para aplicagdo tépica,

contendo extrato de Centella asiatica (L.) Urban, e foi proposto um processo de

desenvolvimento de fitoterapicos apresentado no item 2.4, cujas etapas séo:

1.

Caractenizagdo da droga vegetal: O aspecto conceitual esta descrito no
tem 2.5, a aplicacao experimental no tem 4.2.1 e os resultados no item
5.1.

Otimizagdo da técnica de preparagdo do extrato vegetal: O aspecto
conceitual esta descrito no item 2.7 e 2.13, a aplicagdo experimental no

item 4.2.5 e 0s resultados no item 5.4,

Estabelecimento de método analitico em Cromatografia liquida de alta
eficiéncia para doseamento de saponinas: O aspecto conceitual esta
descrito no item 2.6, a aplicagdo experimental nos itens 4.2.2 e 4.2.3 os

resuitados nos itens 5.2 e 5.3.

Estudos de pré-formulagao e planejamento da formulag&o para aplicagdo
tépica: O aspecto conceitual esta descrito no item 2.9, a aplicag¢ao

experimental no item 4.2.4 e os resultados no item 5.3

Avaliag8o das caracteristicas da emulsdo: O aspecto conceitual esta no

item 2.10, a aplicagdo experimental no item 4.2.8 e os resultados em 5.

Planejamento experimental estatistico para avaliagdo das superficies de
resposta: O aspecto conceitual esta descrito no item 2.14, a aplicagao

experimental no tiem 4.2.10 e os resultados em 5.4

O aspecto conceitual diz respeito ao processo, fases, operagbes, técnicas,

métodos e ferramentas.

A aplicagdo experimental descrita no capitulo 4 “Métodos” diz respeito a

aplicagao do processo para a Centella asiatica.
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A palavra fitoterapia vem do grego phytos que significa planta e terapia que
significa cuidados ou tratamento. Pode-se definir entéo a fitoterapia como a
arte de curar com plantas medicinais. [SALLE, 1996]

Segundo Giusepe Penso planta medicinal pode ser definida como um
vegetal que contém em um ou mais de seus érgaos, substancias que podem
ser utilizadas com finalidade terapéutica ou preventiva, ou que possam ser
utilizadas como precursores de semi-sintese quimico-farmacéutica. [Penso,
1993]

Os extratos vegetais sdo portanto misturas complexas de substancias que
podem variar de acordo com o meio, lugar de cultivo e fatores genéticos da
planta. Podemos mencionar ainda que os principios ativos muitas vezes sé@o
parcialmente conhecidos ou desconhecidos. [Bauer, R, 1996] [Penso, 1993] . Isto
dificulta o nivel de controle que pode ser realizado se comparado com uma
substancia sintética bem identiﬁcada e com alto grau de pureza. [NEwaLL,
1996], [Yunes; 2001}. Um fator que dificulta ainda mais o controle deste tipo de
produtos é a presenga de exiratos vegetais de vdrias plantas em um sé
produto [LisT, 1989j.

E importante ressaltar ainda o vazio que existe em relagéo a estudos clinicos
e pre-clinicos e métodos de controle de qualidade deste tipo de produtos, e
certamente o sucesso da fitoterapia no futuro dependera da comprovacao da
acdo farmacoldgica e do desenvolvimento de métodos analiticos para seu

controle de qualidade.

Segundo a comissdo E da Farmacopéia Alema, uma fitoterapia racional tem
quatro pontos importantes a seguir [BLUMENTHAL, 2000]:

e Relagio dose-resposta: Existe uma dose efetiva, por exemplo a
Solidago virgaurea em pequenas doses ndo apresenta atividade
diurética, ja na dose adequada (6-12g de droga seca/dia) apresenta

efeito diurético.
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. Relagdo eficacia - componente: A eficacia do produto
experimentalmente demonstrada pode ser deduzida a partir do
conhecimento de constituintes especificos. Na maioria das vezes nao
uma, mais duas ou trés substancias presentes no vegetal sdo conhecidas

por apresentar atividade terapéutica.

+ Extrato vegetal vs. Constituinte isolado: Os extratos vegetais contém
substancias ativas, componentes secundarios e “substancias de recheio”
que colaboram para apresentar melhor efeito e uma area terapéutica

ampliada em relagdo com a substancia quimica isolada.

* Qualidade farmacéutica: O sucesso de um tratamento com fitoterapicos

depende de termos produtos com alto nivel de qualidade farmacéutica.

Como podemos ver o emprego terapéutico de plantas medicinais ndo pode
ser considerado como um romantico retorno a natureza, 0 emprego
terapéutico de plantas medicinais na pratica médica deve ser um fato
racional onde o médico tenha pleno conhecimento da terapia e dos
medicamentos utilizados. As plantas medicinais hoje ndo podem mais ser
consideradas como “plantas miraculosas” mas como drogas vegetais, que
quando adequadamente subministradas, podem substituir ou colaborar com

a terapia de sintese. [Penso, 1993].

2.2. A INDUSTRIA DOS FITOTERAPICOS NO BRASIL.

Nas Ultimas décadas o mercado dos fitoterapicos vem crescendo de forma
expressiva no mundo inteiro movimentando em 2001 em torno de 22 milthdes
de délares. Somente na Europa este mercado atinge 7 bilhdes de dblares ao
ano, sendo a Alemanha responsavel por 50% deste valor. O maior
crescimento é encontrado nos Estados Unidos onde 60 milhGes de pessoas

recorrem ao uso de fitoterapicos para tratar de suas doengas. [Yunes, 2001)
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Entre os fatores que influenciam o crescimento deste mercado podemos
citar:

- Preferéncia mundial pelas terapias naturais,

- Preocupagdo da populagdo com os efeitos colaterais dos
medicamentos sintéticos, sendo que os fitoterapicos apresentam
efeitos colaterais diminuidos,

- Crencga da populagdo de que estes medicamentos podem ser efetivos

quando os sintéticos falham.

- Existéncia de estudos cientificos comprovando a eficacia terapéutica
dos fitoterapicos

- Melhora na qualidade dos produtos fitoterapicos

- Menor custo deste tipo de medicamentos.

Um fato interessante de ser observado € que o crescimento desta industria é
maior nos paises mais desenvolvidos, provavelmente devido a um maior
desenvolvimento na area tecnoldgica, 0 que permite um melhor controle de
qualidade que torna possivel a fabricagdo de fitoterapicos seguros, eficazes
e com efeitos reprodutiveis. O constante crescimento do setor fez com que
as grandes muitinacionais se voltassem para estes produtos ingressando

também no mercado [ABIFITO, 2003].

Brasil apesar de apresentar uma extensa e diversificada flora, detendo
aproximadamente 1/3 da flora mundial e possuir importantes grupos de
pesquisa na area dos produtos naturais, contribuindo muito na quimica dos
produtos naturais, farmacognosia, farmacologia, e areas afins, n#o
apresenta uma atuagdo de destaque no mercado internacional de
fitoterapicos. [Yunes, 2001]

Precisa-se hoje de uma maior integragdo entre as dreas afins do

conhecimento, assim desde a botanica, farmacognosia, farmacologia até o
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controle de qualidade e farmacotécnica, utilizando os conhecimentos da
boténica e farmacognosia para serem realizados os estudos farmacoldgicos
e farmacocinéticos e ao mesmo tempo desenvolver métodos de Controle de
Qualidade para poder assim finalmente desenvolver um produto fitoterapico

ou fitocosméticos que possa ser comercializado.

2.3. LEGISLAGCAO DE FITOTERAPICOS

Nos anos 70 com a emissao da Lei no. 5991 de 17.12.1973 foi estabelecida
a dispensagdo de plantas medicinais como uma area privativa das farmacias
e ervandria, observados o acondicionamento adequado e a classificacio
botanica. [SiMOEs, 2002].

Em 1991 a Organiza¢&o Mundial da saude publica seu Guia para as plantas
medicinais, “"Guidelines for the assessment of herbal medicines”, como
reconhecimento ao crescimento mundial do uso de plantas medicinais na
medicina oficial e nao oficial. O objetivo principal deste documento foi 0 de
estabelecer critérios para legislagdo e procedimentos para avaliagdo da
qualidade, seguranca e eficacia destes produtos [BLUMENTHAL, 2000}

Esta norma sugere o reconhecimento de que o uso tradicional de uma planta
medicinal constitui uma prova de seguranga de uso e eficacia a nao ser que
estudos cientificos mostrem o contrario desta forma pretende-se facilitar o
fornecimento de medicamentos fitoterdpicos a um custo menor nos paises
em desenvolvimento. Neste documento a OMS também sugere o
estabelecimento de monografias para determinar a identidade, qualidade e
informacéo terapéutica das plantas medicinais. [BLUMENTHAL, 2000} [WHO, 1992]

Em 1995 com a portaria SVS no.6 de 31.1.1995 fica instituido e
normatizado o registro de produtos fitoterapicos junto ac Sistema de

vigilancia sanitaria. [Brasm, 19954}
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Com a portaria acima citada resolve-se o problema dos produtos a serem
langados no mercado Brasileiro a partir dessa data. Porém ainda restava o
problema de todos os produtos sendo comercializados no pais naquele
momento. O Brasil ndo acatou as recomendagbes da OMS de 1991 devido
a: nao existéncia no pais de trabalhos cientificos que servissem como base
para comprovagao do uso tradicional destes produtos, inexisténcia de um
sistema de farmacovigilancia, a falta de ftradicdo médica no uso de
fitoterapicos e finaimente o custo elevado deste tipo de produtos. [SmoEs,
2000].

Desta forma foram mantidas as diretrizes da portaria n.6 de 31.1.1995 para
os produtos fitoterapicos em termos de eficacia, qualidade e seguranga, mas
devido a dificuildade dos produtos no mercado poder cumprir com 0s
requisitos de dita portaria foi fixado um periodo maximo de 5 anos para a
realizagdo dos testes toxicologicos, clinicos e pré-ciinicos que provem a
eficacia do produto, prazo que terminou no ano 2000.

Em 1996 surge a portaria SVS n.116 de 8.8.1996 que da orientagbes para
a realizagdo de estudos de toxicidade e eficacia de produtos fitoterapicos.
Esta norma permite a realizag¢ido destes estudos de forma concomitante com
a finalidade de ganho de tempo, baseando se no fato de que as espécies em
estudo ja sdo comercializadas ha algum tempo. [Brasw, 1996]. O atendimento a
esta determinagio é dificultado pelo nimero minimo de laboratérios capazes
de realizar este tipo de estudos [SimMoOEs, 2000].

No ano 2000 é publicada a RDC No.17 de 24 de fevereiro de 2000 que
dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos. Nesta resolugéo o
termo produto fitoterapico é substituido por medicamento fitoterapico que por
sua vez é subdividido em trés tipos: Medicamentos fitoterapico novo,
medicamento fitoterapico tradicional, Medicamento fitoterapico similar. Assim
mesmo € estabelecido que poder&o ser isentos de registro aqueles produtos
cuja formulagdo esteja inscrita na farmacopéia Brasileira ou em codigos
oficiais aceitos, sendo estes a farmacopéia Alema, Britanica, Européia,

Nordica e Japonesa. Uma lista de treze medicamentos é apresentada no seu
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anexo |. Para finalizar estabelece-se que a realizagdo de exames
toxicoldgicos e de eficacia fica ampliada até 2005. [Brasiv, 2000]

Em 2002 a ABIFITO apresentou um projeto de lei que propde a criagéo de
uma nova categoria denominada “Produtos de origem naturai para a saude”,
devido as particularidades deste tipo de produtos e por alegar dificuldade no
registrc de fitoterapicos nacionais prejudicando a indastria nacional e

favorecendo a entrada de produtos importades nesta area. [ABIFITO, 2003].

2.4. PROJETO DE DESENVOLVIMENTO DE UM FITOTERAPICO.

Existem varios caminhos para se chegar a um produto final. Uma das formas
de atingir um objetivo de forma organizada garantindo a qualidade do
produto final é através da sistematizagdo do processo de obtengdo do
produto,

Sistematizar significa organizar o processo de forma ordenada e sequencial
visando alta produtividade e qualidade [Risco,1998]. Uma forma de
sistematizar o0 desenvolvimento de um fitoterapico & através do

planejamento, execugao e controle de projetos.

Um projeto pode ser definido como “um esforgo temporario realizado para
criar um produto ou servigo Unico”. O desenvolvimento de um produto é
portanto um projeto no qual todas as operagfes devem seguir uma ordem
sequencial, isto &, entrar dentro de um sistema realizando operagbes passo

a passo. [A GUIDE TO PROJECT MANAGEMENT, 2000]

A divisdo de um projeto em fases permite melhorar seu gerenciamento e
controle. As fases de um projeto sdo denominadas “ciclo de vida do projeto”.
A figura 2.4.1 apresenta o “ciclo de vida®, isto &, as fases do projeto de
desenvolvimento de um fitoterapico.

Cada uma das fases do projeto esta formada por uma série de processos e

operagdes que culminam em um resultado ou produto [A GtInE To PROIECT
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MANAGEMENT, 2000]. No projeto de desenvolvimento de um fitoterapico temos
por exemplo como resultado da fase “Método analitico” um método analitico
descrito e um protocolo de validagido do método. Quando uma fase do
projeto é finalizada realiza-se uma revisao que permite determinar se o
projeto pode continuar com a fase seguinte e detectar e corrigir erros. Estas
revisbes realizadas a cada fim de fase sdo denominadas de “kill points”.

Em aiguns casos podem existir fases cujo inicio acontegca de forma
concomitante independente da finalizagdo da fase anterior mas em algum
momento uma ird depender da outra. Por exemplo, podemos iniciar a
caracterizagdo da droga, o desenvolvimento do método analitico e a
preparag¢io do extrato vegetal ao mesmo tempo, mas chegara uma hora em
que a droga precisarda do método analitico para poder ser caracterizada
quantitativamente, da mesma forma podemos dar inicio & preparagio e
otimizagdo do extrato mas chegara um ponto em que o método analitico
sera importante para quantificar o teor de substancias marcadoras no
extrato.

A tabela 2.4.1 apresenta as fases do projeto de desenvolvimento de um
fitoterapico e os resultados esperados para cada fase. Ao mesmo tempo
mostra-se a interdisciplinaridade deste tipo de projeto que inclui diversas
areas da tecnologia farmacéutica, sendo importante a participagdo de
profissionais das diversas areas citadas.
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para carga microbiana, viaveis totais e auséncia de patégenos.[WHO, 1992),
[FISCHER, 1995].

Hoje em dia € uma preocupacdo também a presenca de contaminantes
externos como 0s agrotoxicos, pois sendo produtos que ser&o utilizados no
cuidado da saude n&ao poderiam conter substancias consideradas téxicas.
Desta forma os paises Europeus estabeleceram de limites para uso destes
produtos [LisT, 1989] [ .

Existem grupos quimicos presentes nas plantas que podem estar
relacionados com a atividade que esta apresenta [CasaMapa, 1981]. Por este
motivo sua identificacdo é importante e pode ser realizada através de
reagdes caracteristicas denominadas em seu conjunto de abordagem ou

triagem fitoquimica [MaTos,1988].

Acontece que uma planta ndo contém um senao varios destes grupos desta
forma conhecendo quais 0s principais grupos quimicos presentes na planta
e, portanto nos seus extratos é possivel a realizagdo de um controle de
qualidade adequado mesmo em aqueles casos em que O principio ativo
especifico ndo €& conhecido através da determinagdo de “substancias

marcadoras”.

Quando o principio ativo € conhecido (ou um dos principios ativos pois
podem ser varios) o controle de qualidade e a caracterizagéo da droga sera
baseada nessa substancia. Nestes casos pode ser realizada uma
quantificagio dos constituintes ativos de modo a tentar obter uma correlagao

entre o teor de ativos presentes no vegetal e a agdo farmacolégica da planta.
[BAUER, TITTEL, 1996] '
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. 2.5.2. Caracterizagao da droga vegetal

Cada fase do projeto de desenvolvimento de um fitoterapico apresenta uma
série de processos e operagdes que podem ser validadas mesmo se

tratando de cultivo, colheita e secagem de um vegetal.

Para caracterizar o vegetal temos que iniciar a sistematizagao no cultivo e

finalizar na obtengao do pé com o qual podera ser preparado o extrato
vegetal.

A figura 2.5.1 mostra as operagbes que fazem parte deste processo de
caracterizacdo e controle da qualidade da droga denominado por nés como
fase 1, mostrando os pontos criticos e de controle e as providéncias que
podem ser tomadas para garantir a qualidade do produto. O resultado desta
fase & a droga vegetal caracterizada, pronta para ser utilizada na preparagao
do extrato.

E importante a planta proceder de cultivos e ndo de extrativismo, pois sendo
cultivada existe um melhor controle dos fatores externos como por exemplo
agrotéxicos [List, P.H, 1989]. Se pensarmos nas substancias com atividade
farmacolégica presentes num vegetal, o teor de saponinas na planta por
exemplo pode apresentar uma variagdo consideravel em composigdo e
quantidade dependendo da origem da planta, sendo importantes também a

época da colheita e a idade da planta. [ HosTETTMAN, 1995].

A estabilizagdo e secagem da planta garantem a estabilidade dos ativos
presentes na planta evitando sua degradagdo por enzimas ou reagdes

quimicas.

Apos estabilizagdo a droga € processada sendo reduzida a forma a
fragmentos ou p6. A tenuidade do pé é um fator importante na preparagao

do extrato vegetal e formulagées sélidas como comprimidos e capsulas.
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. 2.53. Centella asiatica L. (Urban)

A Centella asiatica é uma planta medicinal utilizada desde tempos
imemoraveis na Asia e na india Pertence ao género Apiaceae (Umbelliferae)
que contém mais de vinte espécies. Também pode ser encontrada com o
nome de Hydrocotile asiatica L. Cresce em muitos paises dos cinco
continentes, desde Asia até América do Sul [CasTELLAN, 1980).

E um vegetal herbaceo de caule rasteiro que cresce em lugares umidos e
chuvosos. Encontrada com frequéncia em gramados, pastagens e terrenos
baldios. Cresce em altitudes entre 600 e 2000 metros sobre o nivel do mar.
Para fins medicinais sao utilizadas as partes aéreas que podem ser colhidas

ao longo do ano e secas ao sol. [PDR, 2000] [WHO, 1999) [CASTELLANI, 1981] [AKISUE,
1986] [FISCHER, 1995].

Encontramos monografias sobre Centella asiatica nas seguintes
Pharmacopéias: China (Pharmacopeia chinesa: Centella), Alemanha (HAB
1: Centelia), Inglaterra (British herbal Phamacopoeia: Centella), Martindale,
The extra Pharmacopoeia, India (Herba Ind P 53: Centella). [BrinkHAUS, 2001].
Monografias da OMS [WHO, 1999].

A maior parte do material vendido no mundo tem sua origem na india, Sri
Lanka, Madagascar e Africa do sul, sendo que a maioria ndo é proveniente

de plantagdes e sim de extrativismo. [BrINKHAUS, 2001].

Na figura 2.5..2 pode-se observar uma fotografia da Centella asiatica L.
(Urban). e na figura 2.5.3 a secagem da planta em cultivos de Madagascar.

No Brasil cresce abundantemente no Sul. Foi introduzida no mercado nos
anos 80, sendo comercializada hoje como droga vegetal, fitoterapico e
fitocosmético tendo como principal indicagdo o tratamento da celulite [Lopes

CONSOLARO, 1999].
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Apesar do amplo uso no Brasil, pouco se conhece sobre a espécie que

cresce no pais, mesmo porque a grande maioria da droga comercializada é
importada.

Encontra-se na literatura alguns trabalhos referentes a droga de origem
brasileira, sendo um deles um estudo farmacobotanico mostrando as
diferengas morfologicas em relagdo a espécie descrita na Farmacopéia
Britanica [FiscHER, 1995]. outro trabalho apresenta uma analise
farmacognostica da droga com aspectos botanicos como distribuicdo e
época de florescimento no Brasil, analise macroscdpica e microscopica,
enfoque quimico preliminar e analise fisico-quimico [LorEz CoNsoLARO, 1999].
Apesar dos trabalhos publicados pouco se sabe em relagdo ao teor de
saponinas triterpénicas do vegetal que cresce no Brasil, em trabalho anterior
[DEL LLano ArcHonDo, 1999] constatamos um teor de 4,5% de saponinas

triterpenicas totais, quantificadas por espectrofotometria.

2.5.3.1. Agdo terapéutica e farmacologia

Estudos evidenciam sua agdo como reguladora da sintese de colageno,
antiinflamatério e cicatrizante. Recomenda-se seu uso na prevengdo de
queloides e escaras hipertréficas, no tratamento de eczema, uiceragdes de
natureza circulatoria, veias varicosas, hemorréidas, hematomas, feridas pés-
cirurgicas e de dificil cicatrizagdo, escaras de decubito, queimaduras,
insuficiéncia venosa crénica, Ulceras varicosas € celulite [CasTELLANI, 1981]
NEWALL , 1996] [MORISSET, 1987] [WHO,1999] [[PDR, 2000].

Administrada por via oral, apresenta atividade depressora do sistema
nervoso central e efeito sedativo. Seu mecanismo de ag&do parece estar
associado com a atividade depressora do sistema nervoso central devida a
um aumento na concentragdo de GABA no cérebro [De Lucia ET.AL.,1996]
[SAKINA,DANDIYA,1990] [DiwaN ET.AL,1991] [WHO, 1999). Estudos em animais
mostraram ag&o protetora contra Ulceras gastrica @ duodenal [NEwavL., 1996]
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O asiaticosideo também induz os antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, como a superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
vitamina E, acido ascérbico no tecido recém formado (fase inicial da
cicatrizagao) [SHUKLA, 19998]

Grimaldi e seus colaboradores pesquisaram a farmacocinética de um extrato
de centella asiatica padronizado em doze voluntarios. Avaliou-se a absorgao
apos a ingestdo de uma dose unica e apds doses repetidas. Os
Experimentos realizados em animais mostraram que o asiaticosideo é
tranformado em &acido asiatico “in vivo". [GrmaLpl, 1990]. Esta transformagéo
do asiaticosideo em acido asiatico in vivo seria realizada pelas glicosidades
da epiderme. Sendo portanto os Aacidos triterpénicos os responsaveis pelo
estimulo a sintese de colageno. [DeL VEccHio, 1984) [BoNTE, 1994). Sendo assim o
asiaticosideo seria um pré-farmaco, cuja velocidade de transformagéo seria

determinada pelos niveis de acido asiatico. [GrimaLD], 1990].

A aplicagdo topica de Centella asiatica esta comprovadamente associada
com uma aceleragido no processo de cicatrizagéo. Estudos comprovando

sua agéo terapéutica foram realizados em animais por via oral e subcutanea
(VOGEL, 1990] [MORRISET, 1987]

Na figura 2.5.4. podemos observar um esquema da pele mostrando a derme,
regido onde encontram-se os fibroblastos, células que seriam estimuladas
pelo asiaticosideo e &cido asidtico para produzir fibras de colageno,
importantes na cicatriza¢o e que também séo responséaveis pela forga ténsil
e firmeza a pele, motivo pelo qual hoje encontramos varias patentes de

cosmeéticos contendo extrato de Centella asiatica.
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[CosMETIQUE ET ADIPOSITE,1989] [SENTENAC,1976] [PERelRA, I.C., 1979], € em estrias
gravidicas [MaLLOL, ET.AL., 1991].

A centella asiatica também ¢é utilizada em formulagées Homeopaticas, na
Alemanha s&o descritas varias preparagbes como especialidades ou
compiexos homeopaticos contendo Tintura mée de centelia asiatica ou uma
diluigdo deste seja na D3, D4 ou D6, sempre com finalidade dermatologica.
O objetivo destas formulagbes esta principalmente relacionado com seu
efeito cicatrizante. As indicagdes homeopaticas incluem desde o tratamento
de psoriase, lesbes eczematosas e com prurido e lesGes com prurido no
anus e na vulva [BrINKHAUS, 2001].

2.53.4. Composigdao Quimica

Os componentes principais da Centella asiatica s&o saponinas triterpénicas.
As saponinas sao glicosideos que contém uma por¢do agucar hidrofilica e
uma aglicona denominada genina ou sapogenina que pode ser ftriterpenica
ou esteroidal. As saponinas presentes na Centella asidtica sao do grupo
triterpénico B- amirinico. Estas saponinas sdo do tipo “ester saponinas”
termo utilizado por Hostettmann para descrever aqueles aqueles glicosideos

acetilados na aglicona ou na cadeia de agucar com uma porgdo acida

[HOSTETTMANN, 1995].

Em 1940 o asiaticosideo, éster de acido triterpenico farmacologicamente
ativo foi isolado. Existem ainda outras saponinas ftriterpenicas e suas
respectivas geninas ou acidos triterpénicos, responsaveis por sua a¢ido. As
mais importantes sdo: &cido asidtico, &acido madecassico, e ftrés
asiaticosideos: asiaticosideo, asiaticosideo A e asiaticosideo B. [CasTeLLaNi,
1981] [KARTNIG, 1988] [BRINKHAUS, 200:). A estrutura destes compostos pode ser
observada na figura 2.5.5. e a composi¢do quimica da planta esta descrita
na tabela 2.5.1
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Tabela 2.5.1 Constituigao quimica de Centella asidtica, mostrando o grupo quimico
ao qual estas substancias pertencem.

Principais grupos ' Substancias
Oleos essenciais Acetato de terpenos
(0.1% da planta) - Germacreno
Cariofileno
p- Cimol
Pineno
Derivados de flavonas Glicosideo de quercetina

Kaempferol livre ou Astragalina
' Glicosideo de Kaempferol
Sesquiterpenos Cariofileno

Elemeno e biciloelemeno
Trans — famesenoc

Ermacreno D

“Esteroides triterpenicos Stigmasterol
Sitosterol
“Acidos triterpénicos Acido Asiatico

Acido 6 — hidroxi asiatico
Acido madecassico
Acido madasiatico’

Acido betulinico
Acido tankunico®
Acido isotankunico®

“Esteres glicosidicos Asiaticosideo (componente principal)
dos acidos triterpénicos Asiaticosideo A (madecasossideo)
{saponinas ou pseudosaponinas) Asiaticosideo B
correspondem de 1a8 % Asiaticosideo A e B
dependendo do pais de origem Braminosideo®

Brahminosideo®
Thankunisideo®
Isothankunisideo®

Legenda: 1 = compostos encontrados na Centella asidtica de Madagascar; 2=
compostos encontrados na Centella asiética de India; 3 = compostos encontrados
na Centella asiatica do Norte da India
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Uma das vantagens do uso de CLAE sobre o método fotométrico & que as
quantidades individuais das saponinas na mistura ou extrato podem ser

determinadas e as aduiteragdes sao facilmente identificadas [HosTETTMANN,
1995).

A sistematizagao do desenvolvimento de um método analitico por CLAE esta
baseada principalmente no conhecimento do processo cromatografico. A
figura 2.6.1 mostra 0 esquema do processo de desenvolvimento do método
analitico por CLAE para as saponinas triterpénicas da Centella asiatica. Este
processo pode ser adaptado ao desenvolvimento de método analitico para
qualquer outra substancia presente em vegetais.

Antes de iniciar o desenvolvimento ou adaptagao de um meétodo analitico

para separagao e quantificagdo de qualgquer amostra € importante: {Snyper,
1997]

- Ter objetivos claros.

- Conhecer a natureza da amostra, nimero de compostos presentes,
suas estruturas quimicas, solubilidade e outras informagbes que

possam existir na literatura.

- Saber quais os compostos a serem separados e se queremos separar
todos os componentes da amostra ou somente alguns considerados
principais.

- Ter conhecimento de quantas matrizes diferentes serao utilizadas, por
exemplo, o extrato bruto, géis e cremes.

- Verificar a necessidade de uma fase de pré-tratamento das amostras
para retirada de interferentes e para proteger a amostra.

- Qual é o equipamento disponivel em laboratério
- Qual é o método que melhor se adapta a quantificagao.

- Quais sa0 os padrdes.
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Uma vez desenvolvido o0 método e antes de aplica-lo & rotina do laboratério
ou a quantificagdo das amostras de um projeto de pesquisa ele devera ser
validado {SnyDEer, 2000].

A validagdo do método analitico é realizada para garantir que © mesmo seja
exato, especifico, reprodutivel e resistente dentro da variagdo especificada
da substancia sera quantificada. [SwarTz, 1998].

Um aspecto importante da validagdo do método analitico € a documentagéao
deste método através de protocolos, relatérios ou outro material. Para
obtermos este objetivo se faz necessario o planejamento do método de
validagao.

A tabela 2.6.1 mostra os passos de uma validagao de método analitico para
HPLC. [SNYDER, 2000] { USP XXVI] [ SWATRZ, 1998].
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descrito na tabela 2.6.2 para quantificagdo na planta, no extrato, em
capsulas e em comprimidos Utilizando um gradiente de acetonitrila — agua
foram encontrados o asiaticosideo em 18min. Acido asiatico em 24,2min. E
acido madecassico em 23.2min. Alguns autores centralizaram a
quantificagdo das saponinas triterpénicas em produtos para uso
transdermico ou “patches” [MoORGANTI, 1999A] [MORGANTL, 19998] € em emulsdes
multiplas [LAUGEL, 1998A. .

O trabalho realizado por Schaneberg et. al. [Schaneberg, et.al., 2003}
conseguir separar seis triterpenos pentaciclicos da centella asiatica,
asiaticosideo, madecassosideo, acido asiatico, acido madecassico, acido
terminélico e asiaticosideo B em um tempo de 50 min. A partir do vegetal e e
formulagbes em um teor de 0,01ug utilizando coluna Phenomenex Aqua Smu
C18 e sistema gradiente com agua (0,1% TFA), acetonitrila (0,1%TFA) e
metil tert-butil éter (0,1% TFA) e detegdo em UV a 206nm.
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2.7.0 EXTRATO VEGETAL

A produgdo do extrato vegetal & na verdade o inicio do desenvolvimento de
um produto fitoterapico ou fitocosmético. A eficacia do produto final depende
em grande parte da qualidade do extrato utilizado, o qual devera conter um
teor adequado de substancias ativas que deverao permanecer estaveis no
extrato e apresentar propriedades compativeis com a formulagédo a ser
desenvolvida.

Na figura 2.7.1 podemos observar os passos para a obtengdo do extrato
vegetal de modo a se obter um extrato otimizado e portanto eficaz preparado

de forma adequada e reprodutivel e que possa ser aplicada a nivel industrial.

A primeira parte do processo de extragao de uma droga vegetal & determinar
o tipo de extrato que sera preparado por exemplo, extrato seco, extrato
fluido ou tintura e qual o solvente que sera utilizado resultando em extrato
hidroalcodlico ou hidrogliclico ou outro solvente apropriado. A escolha ira
depender da aplicagdo que sera dada ao extrato, se ele sera incorporado em

formulagdes sdélidas ou liquidas, para uso interno ou externo.

Uma vez determinado o tipo de extrato que sera preparado devera ser
determinado 0 método e as condigbes de extragio. Esta operagao depende
de fatores como o volume de droga a ser extraida, a natureza do pd, por
exemplo se a droga contém uma grande quantidade de mucilagem o método
por percolagiéo sera descartado pois a droga podera inchar no percolador
prejudicéndo sua extragao [Prista], finalmente um fator a ser considerado € o

fator econdmico que determinara a viabilidade de aplicagao do método.

Com todos esses pontos claros as condigdes 6timas para a obtengédo do
extrato podem ser estabelecidas. Esta fase envolve o estudo dos fatores que
influenciam o processo de extragdo, tais como temperatura, liquido extrator,
teor alcodlico, caracteristicas do método e todas as demais variaveis

capazes de alterar as caracteristicas da composigdo do extrato obtido [LisT,
SCHMIDT, 1989]
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2.7.1. Solventes Utilizados Na Extragao De Drogas Vegetais

Uma vez que o material de partida se encontre na forma de p6 bem

caracterizado procede-se a sua extracio pelo uso de agentes extrativos.

Os agentes extrativos utilizados na preparagcao de fitoterapicos e
fitocosméticos devem ter a capacidade de extrair as substancias ativas
presentes no vegetal. Entre os fatores a serem considerados na escolha do
solventé estao: seletividade, facilidade de manuseio, economia, prote¢ao ao

meio ambiente e seguranga. [SEILLER, 1992] [List, 1989].

Os agentes de extrac3o utilizados na preparagao de fitoterapicos devem ter -
a capacidade de extrair os constituintes com acio terapéutica importante. No
caso de produtos para uso topico ou transdérmico, € importante que o
solvente utilizado na extragcao ou na apresentagdo do extrato nao agrida a
pele. Nesses casos € adequado o uso de glicéis como propilenoglicol cou

glicerina como liquido extrator. [SEILLER,1996].

2.7.2. Métodos De Extragéo

Na operacdo farmacéutica denominada extragdo, retira-se parte dos
constituintes da droga pela dissolugdo destes em determinado soivente,

ficando uns residuos formados por elementos indesejaveis ou inertes. [PristTa,
1990]

Existem varios métodos de extracdo, sendo os mais conhecidos e utilizados
a maceracao e a percolagdo. O processo de maceragdo sera descrito com
maior detalhe por este o método utilizado para a obtencdo do extrato de

Centella asiatica no projeto.
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2.7.21. Maceragao

Maceragao pode ser definida como o processo de extragdo de uma droga
com um solvente, agitando vérias vezes ao dia a temperatura ambiente.
Neste método a extragado acontece principalmente devido a um fendmeno de
difus@o. [PrisTa, 1990] [LIST, 1989].

De todos os métodos de extragdo a maceragao € ainda hoje um dos mais
utilizados na industria, apesar de nao obter um bom rendimento de extracao
pode ser utilizado sem grandes diferengas tanto com pequenas amostras de

laboratdério ou em grande escala numa industria [SEILLER, 1992( [LisT, 1989].

Entre as vantagens deste método temos a possibilidade de preparagao de
pequenas amostras da forma como seria preparada em escala industrial. A
desvantagem €& que o processo pode ndo extrair 100% dos ativos presentes

no material, 0 que pode se tornar um fator limitante quando a droga é cara.
A macerag¢ao simples ou tradicional deu lugar a algumas variagbes como:

Maceragdo cinética: o material encontra-se em constante agitagao

reduzindo o tempo envolvido no processo

Remaceragdo: Parte do solvente é adicionado & droga e apos filtragéo o

residuo é extraido uma segunda vez com 0 que restou do solvente.

Digestdo: E a maceragdo em altas temperaturas, normaimente entre 40
e50°C.

2.7.2.2. Outros métodos de extracao.

Existem outros métodos de extragio de vegetais, a continuagZo descreve-se

de forma suscinta os principais [LisT, 1989}

Percolagdo ou lixiviagdo: Constitui uma das técnicas mais importantes

para a obtencdo de solugbes extrativas farmacéuticas. E considerado um

Boverlieca
FaCUldatEIe de Ciénciasg Farmacéuticas
Universidade Aa @an pa.as
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2.7.3.1. Tamanho das particulas do p6 da droga.

O grau de tenuidade do pé da droga ira influenciar o processo de extragéo
devido a um aumento da superficie de contato. As substancias sao
dissolvidas mais rapidamente a partir de ceélulas desintegradas, portanto
quanto maior o grau de tenuidade do pé da planta, maior sera o numero de

celulas desintegradas e o equilibrio sera estabelecido de forma mais rapida.
{PRISTA, 1990]

Os estudos mostram que o grau de tenuidade para a extragdo deve ser
mantido 0 mais fino possivel. O que é aceitavel para pequenas amostras nas
quais o sedimento pode ser retirado por centrifugagdo, mas para lotes
maiores €& importante lembrar que sedimentos muito finos podem ocasionar
problemas na separagao por filtrag&o [List, ScHMIDT, 1989].

Goncharenko et.al. avaliaram a. influéncia da granulometria do pé de
Hypericum perforatum no processo de extracdo por maceragéo cinética. Os
experimentos foram realizados em escala de laboratério e os resultados
mostraram que o equilibrio da macerag&o é atingido muito mais rapidamente
com um grau de tenuidade menor, porém o teor real de ativos independe do

tamanho das particulas. [GONCHARENKO, ET.AL., 1980]

2.7.3.2. Solvente ou mistura de solventes utilizados na
extragao.

Um outro fator que influi no processo de extragdo € o solvente utilizado na
extracdo. Este deve apresentar seletividade, facilidade de manuseio,
economia, protegdo ao meio ambiente e seguranga. Cada vez mais esta se
tentando desenhar processos de extragdo com o maior numero possivel de

liquidos “seguros™ como agua e alcoois. [SEILLER, MARTINI, 19921.
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2.7.3.3. Agitagao.

O tipo e intensidade da agitagdo aplicada ao processo estao diretamente
relacionados com o produto final, podendo diminuir o tempo de maceragao
necessario para a obtencao do extrato.

O trabalho realizado por Isaac mostra que aumentando a velocidade do
agitador de 20 rev/min. para 50 rev/min. Na extracido de flores de camomila
apresentou uma influencia significativa no processo de extragéo.

Tabela 2.7.1. Trabalho realizado por lsaac et. al. Mostrando a influencia da

velocidade de agitagdo quando o processo de maceragao cinética é utilizado [LiST,
1989]

Rendimento da extragdao com a velocidade de
rotagao do mixer

Parametro

66 rev./ min. 20 rev./ min.
Azuleno (mg/%) 10,5 7,2
Oleo volatil (mg%) 115 68
Substancias extrativas (%) 7,55 41-42

2.7.3.4. Outros Parametros De importancia No Processo De
Extragao
Muitos outros fatores podem influenciar 0 processo de extragdo, assim por
exemplo a temperatura pode acelerar o processo, mas podera significar a
perda de alguns constituintes como os 6leos essenciais, o pH pode interferir
na extragio de alcaldides, o tempo de maceragéo permitira esgotar ou ndo a
droga. [PrisTA, 1990] [LiST, SCHMIDT, 1989].

Alguns aditivos podem ser adicionados por exemplo alterando a polaridade
das substancias, acidos ou bases podem ser adicionados para formar sais,
tensoativos poderdao melhorar a molhabilidade e aumentar a permeabilidade

das membranas celulares.
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Podemos concluir assim que cada processo de extragdo € caracteristico e
deve ser estudado e otimizado de modo a se obter o extrato com as
melhores caracteristicas e teor de ativos.

2.7.4. Avaliagdo da qualidade do extrato vegetal

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a matéria

prima para uso ao qual se destina [SIMOES, 2002].

Em primeiro lugar € importante definir a identidade, autenticidade e pureza
do extrato vegetal assim como o teor de principios ativos. Uma vez
estabelecidos 0s pardmetros de qualidade para o extrato vegetal e
considerando um planejamento adequado e O controle do processo de
producgdo a qualidade do extrato esta assegurada .

Extrato com qualidade € um extrato padronizado tanto de forma qualitativa
através de suas propriedades fisico-quimicas como de forma quantitativa

através da determinagio do teor de ativos ou substancias marcadoras.

Na padronizagdo do extrato é importante conhecer:
- origem e parte da planta utilizada
- caracteristicas do p6 (por exemplo granulometria)
- método de preparagao
- liquido extrator
- liquido de apresentagao
- teor alcodlico
- OQOutros adjuvantes presentes
- pH
- densidade
- Viscosidade ou comportamento reoldgico
- Residuo seco
- Nivel de contaminag&o microbiana

-  Contaminantes externos
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_A tabela 2.8.1 mostra as principais diferengas entre um produto topico ou
dermatclogico e um produto transdermico.

Tabela 2.8.1 Principais diferengcas entre os produtos para uso tépico e
transdérmico.

Produto para uso tépico Produto transdérmico
Desenvolvido para liberar o ativo na Desenvolvidos para liberagao sistémica
pcle

Maxima reten¢io na pele Minima retencdo na pele

A formulagéo é aplicada como um Aplicado através de dispositivos pré-
filme fino (1 a 3mg/cm?) fabricados

A maioria das vezes ndo ha oclusao Ocluséao

Estudos de liberagao: quantidade que Estudos de liberagdo: fluxo da droga
fica retida na pele através da pele

2.9.DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGCOES PARA USO TOPICO
CONTENDO EXTRATOS VEGETAIS

O desenvolvimento de uma formulagdo para uso tépico hoje representa a
preparagio de um medicamento ou cosmético com a melhor garantia de
qualidade, eficacia e seguranga. Existem alguns desafios neste tipo de
produtos que o formulador terd de enfrentar, por exemplo a variabilidade da
pele e mucosas de uma pessoa para outra sobre as quais sera apiicado o
produto e a dificuldade de controle “in vivo®, assim como a necesidade de ‘
desenvolver formulagbes que permanegam estaveis por um tempo
prolongado e o uso de matéria prima que néo corresponde a uma definigéo

quimica “strictus sensus”. [SEILLER, MARTINI, 1996] [PLAJET, PASSET, 1993].

Formas farmacéuticas semi-solidas como pomadas, cremes e logbes s&o

destinados & aplicagdo sobre a pele. As matérias primas vegetais

incorporadas neste tipo de formulagées variam desde extratos secos e pés
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_até extratos liquidos extraidos nos mais diversos sistemas e extratos
purificados contendo apenas uma fragio de ativos do vegetal.

Na preparagéo de emulsées o extrato podera ser dissolvido ou suspenso na
fase oleosa ou aquosa, ou entéo incorporada ao creme base. A inclusdo de
extratos liquidos pode trazer diminuigdo da viscosidade da formulagao,
aumento de espalhabilidade e tendéncias a instabilidade fisico-quimica
[KNorsT, 1991]. A inclusdo de extratos secos pode ocasionar um aumento de
consisténcia e diminuicdo da espalhabilidade, produzindo também uma

elevagdo do ponto de fluidez [De PauLa, 1998).

Na formulagdo de emulsdes contendo fitoterapicos cuidados especiais
devem ser tomados ao se utilizar “extratos totais™ pois estes podem conter
uma variedade imensa de substancias como por exemplo saponinas e
polifendis que poderao interferir no equilibrio da emulsdo devido a suas
propriedades tensoativas, devem ser evitados ao maximo os tensoativos

ionicos devido a sua reatividade [SEILLER, 1996] [SIMOES, 2000}.

As emulsbes sao talvez o veiculo mais utilizado como sistema de liberagao
para produtos dermatolégicos, Este tipo de formulagdo permite a liberagéo
das mais diversas substancias tantc na pele como no cabelo além de

proporcionar outras qualidades como emoliencia e hidratac&o. [ScHUELLER.,
1998]

O desenvolvimento de uma emulsdo para uso topico seja farmacéutico ou
cosmético apresenta algumas fases visando. assegurar a qualidade e

eficacia do produto final.

1 fase: Estudos de orientagéo
2 fase: Estudos de pre-formulagao
3 fase: Estudos de formulagédo

4 fase: Estudos de otimizagéo dos processos e da formulagao

A figura 2.8.1 ilustra o desenvolvimento de um fitoterapico para uso
dermatoldgico.
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2.9.1. Estudos De Orientagédo

A fase de orientagdo requer um amplo levantamento bibliografico e estudos
ligados a parametros de ordem fisiologica e fisico-quimica. E nesta fase que
se visa chegar ao conhecimento do que se pretende desenvolver e tracgar
assim objetivos claros. [SELLER, MARTINI, 1996]

A fase de revisao da bibliografia visa obter conhecimentos prévios em
relagdo a aspectos botanicos, agrondémicos, fitoquimicos, toxicolégicos, de
desenvolvimento de metodologia analitica e de processos de produgdo e
controle do fitoterapico. E essa fundamentagéo cientifica que diferencia um

fitoterapico de uma planta medicinal ou de uma preparagao de uso popular.
[SiMOES, 2002].

Além dos conhecimentos sobre o extrato vegetal é nesta fase que devem ser
reunidas a informagao sobre mateéria prima que sera utilizada na formulagao,
fornecedores e caracteristicas deste material, assim como sobre material de

acondicionamento e embalagem.

2.9.1.1. ParAmetros de ordem fisiolégica

E necessario conhecer a fisiologia da pele e a patofisiologia no caso de
produtos farmacéuticos, pois as propriedades de barreira da pele se vém
afetadas quando acontece alguma patologia e assim a liberagao do farmaco
na pele sera mais bem compreendida conhecendo estes fatores. O que sera
importante no estabelecimento de modelos para a avaliagdo das
formulagdes [SELLER, MARTINI, 1996].

O sitio de agdo do farmaco esta localizado em uma das muitas camadas da
pele. Conhecendo qual é o sitio de agdo na pele, o farmaco poderia ser
direcionado até seu sitio de agdo, aumentando a eficacia do produto. De
qualquer forma o direcionamerito de um farmaco até uma camada da pele,
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_por exemplo os fibroblastos da derme ira envolver os tecidos adjacentes,
assim deve-se procurar uma velocidade de liberagdo efetiva e constante de
modo a proporcionar efeito terapéutico. Tentar direcionar um farmaco até
células especificas na estrutura da pele é uma tarefa muito complexa e sem

precedentes até hoje [SHaH, BEHL, ET.AL., 1992)

O conhecimento do grau de penetragdo dos principios ativos presentes na
forma farmacéutica para aplicagdo local sera o objetivo prioritario do
desenvolvimento galénico. Este passa pela definicio preliminar do nivel de
atividade e do efeito em vista da forma considerada. E importante também

existirem estudos em relagdo a toxicidade cutanea do farmaco, como

irritabilidade e sensibilidade e toxicidade da formulagao. [SEILLER, MARTINI, 1996])

2.9.1.2. Pariametros de ordem fisico-quimica

Uma vez conhecidos os dados de ordem fisioldgica, a localizagao do efeito e
o grau de penetragao desejado, chega a hora de conhecer as caracteristicas
fisico-quimicas das substancias ativas de modo a realizar a formulagéo no

veiculo mais apropriado.

E importante conhecermos:

- A reatividade do principio ativo: Desta forma podemos prever

incompatibilidades e escolher os excipientes adequados.

- Solubilidade e coeficiente de particdo: Qualquer que seja a forma
farmacéutica sua eficacia “in vivo” esta relacionada a dois fatores: a
liberagdo do principio ativo da forma farmacéutica e sua absorgéo na
pele e estes pontos estdo intimamente ligados & solubilidade e
coeficiente de particao.

Nos estudos de orientagdo do desenvolvimento de fitoterapicos todas as
caracteristicas anteriormente citadas devem ser consideradas em relagdo ao

principio ative ou fracdo contendo os principios ativos presentes no extrato,
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.também importantes desde o ponto de vista farmacoldgico como sao os
flavonoides e os 6leos essenciais.

Nesta fase um dos fatores limitantes é o desenvolvimento de metodologia
analitica para a analise do farmaco, do farmaco na formulagdo e do farmaco
nos estudos de liberagao.

Os estudos de solubilidade na fase de pré-formulacio incidem sobre os
sistemas farmaco-solvente que podem utilizar-se para a administragdo do
farmaco [Fiesg, HAGEN, 2001)

Na fase inicial do desenvolvimento de um farmaco é Uutil conhecer a
solubilidade em agua destilada, solugdo de cloreto de sbédio a 0,9%, acido
cloridrico (0,1M) e Hidréxido de sédio (0,1M) todos a temperatura ambiente e -
a 37°.C assim como em pH 7 4. Estes resultados preliminares permitem

identificar possiveis problemas de disponibilidade. [Fiese, HaGeN, 2001].

Apdés andlise da solubilidade nesses solventes “classicos”, o
desenvolvimento de um produto para uso tépico requer ensaios em alguns
dos possiveis excipientes. Por exemplo solublidade em excipientes hidréfilos
como agua e polietilenoglicol, solubilidade em excipientes lipdfilos como
triglicérides e miristato de isopropila e outros como alcool cetoestearilico,

propilenoglicol, polioxietileno, derivados da lanolina, etc. [SELLLER, MARTINI, 1996]

-

Nos casos em que o principio ativo presente no extrato &€ conhecido é
possivel determinar a constante de dissociagdo (pKa) e o coeficiente de
particdo do ativo. O pKa de um farmaco ionizavel é importante uma vez que
a solubilidade e portanto a absorgdo pode ser alterada com a mudanga de
pH. O coeficiente de particido em sistemas de particdo 6leo / agua permite

ter uma indicagdo de sua capacidade de atravessar a membrana celular.
[FIESE, HAGEN, 2001].
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_Entre os fatores a serem estudados na fase de pré-formulagio de produtos

para uso topico temos:

- Caracteristicas fisico-quimicas do extrato vegetal
- Teor de ativos no extrato vegetal

- solubilidade dos principios ativos

- efeitos dos tensoativos

- comportamento dos principios ativos em suspensao (quando se utiliza
extrato seco por exemplo)

- estabilidade dos principios aitvos no veiculo

- Pesquisa dos derivados dos principios ativos

Em resumo os estudos de pré-formulagido permitem definir parametros
importantes a forma farmacéutica como estado e natureza do principio ativo,
natureza do veiculo e possiveis formas farmacéuticas e as caracteristicas

que o produto devera ter de modo a conseguir:
- estabilidade
- eficacia e grau de penetragao adequado

- qualidade cosmética

2.9.3. Formulagdo de emulsdes.

As emulsdes sao sistemas bifasicos constituidos por uma mistura de dois ou
mais liquidos imisciveis, dispersos um no seio do outro as custas de um .
agente emulsionante, originando um sistema homogéneo,

termodinamicamente instavel [Prista, 1991].

A formulagdo propriamente dita consiste em elaborar uma forma
faramacéutica mais ou menos complexa que atinja os objetivos de
estabilidade e grau de penetragdo e que devera na medida do possivel
apresentar critérios cosméticos importantes desde o ponto de vista visual.
[SEILLER, MARTINI. 19906].

BibLtuicA
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de S3o Paula
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.Se pensarmos que © paciente ira utilizar o produto por um periodo
relativamente longo € importante pensar nos critérios cosméticos como:
- aspecto
- odor
- facilidade de retirada da embalagem
- facilidade de aplicacao sobre a pele
- espalhamento (viscosidade e tixotropia)
- aprovagao pelo usuario

Se bem os fatores acima citados sdo importantes ao se desenvolver um
produto para uso topico o objetivo principal é a eficacia e a seguranga de
uso. Portanto os parametros de avaliagdo do produto formulado devem ser
muito bem escolhidos de modo a fornecer dados valiosos para atingirmos
este objetivo final.

O desenvolvimento e formulagao de uma emulsao envolvem uma série de
escolhas e atividades. A primeira escolha esta relacionada com a natureza
das substancias que formardo a formulacao, fase oleosa, fase aquosa e
emulisificante. Na maioria dos casos nao as substancias disponiveis nao sao

produtos puros mas misturas muitas vezes complexas [SALAGER, 2000].

Uma vez escolhida a composicdo da emulsdo devem ser definidas as
proporgdes dos componentes do sistema. De modo geral sdo estabelecidas
as proporgdes de dois componentes sendo que o terceiro € o complemento
para 100%.

2.9.3.1. Escolha da fase oleosa

A fase oleosa de uma emulsdo pode ser constituida por uma mistura de
6leos minerais ou vegetais escolhidos de acordo com 0s requerimentos do
produto, no qual podem ser dissolvidas substancias lipossoliveis como

vitaminas e antioxidantes [PrisTa. 1991] [BREUER. 2000} .
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.Inicialmente escolhe-se a fase oleosa de acordo com o grau de penetragio
que se deseje e se o ativo for liposoluvel o grau de solubilidade do ativo

[SEILLER, MARTINI, 1996].

O segundo ponto a ser considerado é quantitativo e ira depender do tipo de
emulsdo que se deseja preparar. A maioria das emulsdes cosméticas
contém cerca de 20 a 40% de fase oleosa, uma pequena percentagem de
emulsionante e alguns ingredientes ativos dissolvidos seja na fase oleosa ou

aquosa. [BREUER, 2000].

2.9.3.2. Escolha do sistema emulsionante

Para preduzir uma emulsdo estavel a partir de uma solugdo aquosa e uma

mistura de éleos é necessario um sistema emulsionante [Breuer, 2000]

O sistema emulsivo pode ser idnico ou nao idnico de acordo com sua
natureza quimica e sua escolha entre outros fatores depende das
caracteristicas do produto, da compatibilidade com os ativos, da tolerancia

cutanea e da acgéo irritativa ou alergizante do sistema [Prista, 1991].

Os tensoativos encontrados no mercado raramente sao substancias puras,
seja por limitagdes econdmicas ou por problemas de sintese quimica,
freqientemente trata-se de misturas. Muitas vezes misturas de tensoativos
sao propositadamente realizadas de modo a atingir algumas propriedades

intermediarias ou para produzir efeito sinérgico [SALAGER, 2000].

Uma vez escolhido o sistema emulsionante dois pontos principais devem ser
estudados [SEILLER, MARTINI, 1996] [PLAJET, PASSET, 1993]

- Estudo do diagrama terndrio que permite definir a regido de formacgéo de
emuisdes mais estaveis em funcéo da proporgao relativa das fases e do
agente tensoativo.

- Estudo do EHL critico ou 6timo do sistema emulsionante.
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2.9.3.3. Escolha do método de fabricagio

A escolha do método de fabricagdo tem um papel importante na
comercializagdo da emulsdo. A aceitagdo e percep¢ao de uma emulsao
cosmética depende em grande parte de suas caracteristicas reolégicas que
por sua vez se vem afetadas pelo processo de fabricagdo. Dois fatores
fundamentais na determinagdo da qualidade de uma emulsdo sao:

composi¢do quimica e método de fabricagio [BREUER, 2000]

Na industria farmacéutica as emulsdes mais utilizadas sao do tipo 6leo em
agua. O processo de fabricagdo mais utilizado € o de inverséo de fases pois

permite obter uma emulsdo fina sem grande gasto de energia. [SEILLER,
MARTINI, 1996].

A formula desenvolvida devera em primeira instancia ser adequada aos
médios de produgéo disponiveis, assim:

- Meios de aquecimento e resfriamento

- Tipos de misturadores:

- Poténcia dos homogeneizadores e afinadores

- Meios de desaeragéo

O desenvolvimento de um processo de fabricagdo acontece em varias fases.

e Escala de laboratério: Em primeira instancia a formula € desenvolvida
e preparada em quantidade de 1 a 2kg. _

e Escala piloto: Uma vez que o produto que satisfaza os objetivos foi
obtido inicia-se o processo de desenvolvimento. A escala de produgéo
vai aumentando graduaimente da escala de laboratdrio até escalas
maiores de alguns centos de kilogramas e finaimente até atingir os
lotes de produgdo. Este processo é denominado de processo de
“scale-up”

e Escala industrial: Nesta escala séo preparados os lotes de produgao

completos, na escala planejada.
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2.10. AVALIAGAO DA EMULSAO FORMULADA

As emulsbes apresentam atgumas propriedades que tornam-se importantes
durante o desenvolvimento de uma formulagao e para sua avaliagdo, assim
temos:
- Caracteristicas macroscopicas ou organolépticas.
- pH
- aspecto microscopico e tamanho das particulas
- tipo de emuls&o: permite observar se a emuls&o formada é do tipo
agua em éleo ou dleo em agua
- estabilidade ap6s centrifugagdo: permite apreciar a presenca de
cremacao ou sedimentagao na emulsao
- estabilidade acelerada
- comportamento reolégico
- estudos de difussao

- ldentificagdo e doseamento dos principios ativos.

Dentre os ensaios acima citados dois sdo particularmente importantes: os

ensaios reolégicos e 0s ensaios de difussdo. [SELLER, MARTIN, 1996]

2.10.27 Caracteristicas macroscépicas

As caracteristicas organolépticas constituem o primeiro contato com a
qualidade do produto. Refere-se as caracteristicas visuais, olfativas e tateis
que serdo os indicadores de uma possivel degradagdo. S&o ensaios

subjetivos porém nao deixam de ser importantes.

Entre as caracteristicas organolépticas de acordo com Seiller et.al. [SeiLer,

MARTINI, 1996] temos:
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- aspecto: brilhante, acetinado ou mate; transparente, transidcido,
opalecente ou opaco.
- Consisténcia: Recebe adjetivos qualificativos diferentes, pode ser
por exemplo, de acordo com a rigidez: compacta ou fluida
- Homogeneidade:
o Aspecto: liso, granuiado ou grumoso
o Cor
o Presenga ou auséncia de particulas de exsudagéo.
- Aroma: tipico ou auséncia de odor.
- Ao toque pode ser engordurado, evanescente, grudento ou

pegajoso, granuloso ou uniforme, rugoso.

2.10.3. Tipo de emulsao

Existem varias formas de determinar se a emulsdo formada é do tipo agua
em Oleo ou 6leo em agua. Entre estes ensaios temos diluigdo, uso de

corantes e condutividade [PrisTa, ALVES, 1991] [ SEILLER, MARTINI, 1996].

Em muitos casos a fase aquosa contém um eletrélito enquanto a fase oleosa
nao, isto permite a medida da condutividade eletrolitica como uma forma de
medir ou detectar o tipo de emulsao formada. A condutividade eletrolitica de
uma emulsdo é proporcional a condutividade da fase externa e sua
proporgdo volumétrica. Sendo assim a condutividade de uma emulséo varia
de acordo com o volume da fase externa. Quando a emuiséo € do tipo o/a
esta variagao é proporcional. A condutividade de uma emuls&o agua/ éleo é
100 ou 1000 vezes menor que o de uma emulsdo dleo/ agua. [SALAGER, 2000].

2.104. Analise microscoépica da emulsdo

Este controle permite determinar o tamanho e a forma das goticulas, assim
como a homogeneidade de distribuig&o [Prista, 1990]. Esta informagdo é muito
importante pois tanto a estabilidade como a viscosidade dependem do

tamanho das goticulas e de sua distribuicdo 181 Aqrr. 2000



Revisio Bibliografica 58

. O tamanho das particulas de uma emulsao varia entre 2 a 20um. Este fator
é determinante para a estabilidade fisica do sistema. O tamanho das
particulas depende da natureza do tensoativo e do método de fabricagéo

[SEILLER, MARTINI, 1996].

2.10.5. Reologia das emulsoes

O termo reologia, do grego rheo = fluxo e logos = ciéncia, foi sugerido por
Bringham e Crawford para descrever as deformagdes de sélidos e a fluidez
de liquidos MArTIV, A, 1993]. Reologia é a ciéncia que trata com a deformagéo
e fluxo dos materiais quando uma forga € aplicada. fIoson., 1978] [Rao, 1999].

As formas semi-sélidas apesar de reterem a sua forma quando ndo estdo
confinadas a um recipiente, escoam com certa facilidade quando se lhes é
aplicada uma forga externa, apresentando assim um comportamento fluido.
A importancia das propriedades reolégicas de um produto esta ndo somente
na sua aparéncia e estabilidade como também na sua manufatura e

embalagem. [Woob, 1995].

O comportamento reolégico de um produto para uso tépico hoje é
reconhecido como um aspecto importante no desenvolvimento de novos
produtos cosméticos e farmacéuticos. Alguns aspectos importantes para o
consumidor como consisténcia, aplicabilidade e cremosidade podem ser
relacionadas com a reologia do produto [BRrICERO, 2000] [SEILLER, MARTINI, 1996].

O fluxo, deformagéo ou quebra da formulagéo é caracterizada pelo diagrama
de forga de cisalhamento ou tensdo de cisalhamento vs. Velocidade de
cisalhamento. Este diagrama é denominado como reograma [Ipson, B, 1978]. A
variavel independente (eixo x) corresponde a velocidade de cisalhamento
que é o fator controlado pelo redmetro. Existem hoje redmetros em que a
tensdo de cisalhamento é controlada e nestes casos o reograma terd como
variavel independente a tensdo de cisalhamento [Rao, 1999].
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1999] Os fluidos tixotrépicos apresentam comportamento dependente do
tempo. A viscosidade varia dependendo de por quanto tempo e em que
condigdes as medidas sao realizadas. Muitos dos materiais que apresentam
tixotropia sdo sistemas heterogéneos contendo uma fase dispersa [Rao, 1999].

Na figura 2.10.2 apresenta-se o reograma de um fluido com tixotropia.

A tixotropia aparece devido a presenc¢a de forgcas entre as particulas que
produzem microestruturas tridimensionais denominadas floculados ou
agregados. A avaliagao da tixotropia pode fornecer uma medida do grau de

microestrutura construida sendo esta proporcional a area de histeresis.
[BRICERO, 2000].

Os materiais viscoelasticos apresentam tanto comportamento elastico
(solidos) como fluido (liquido) quando submetidos a uma forga. Muitas
emulsdes concentradas, pastas e géis apresentam este comportamento. Um
exemplo deste tipo de material & a gelatina [Bricero, 2000] [ MINER, 1999]

2.10.5.1. Fatores que influenciam o comportamento reoldgico

das emulisodes.

Os fatores fisicos e quimicos que influenciam a reologia de uma emuisao

$a0 [BRrICENO, 2000]:

- Teor da fase interna: &€ o parametro mais importante. Quanto mais
concentrado o sistema, mais viscoso e mais complexo sera seu
comportamento reolégico.

- Tamanho, forma e distribuigdo das particulas

- Viscosidade e comportamento reologico da fase externa

- Viscosidade da fase dispersa

- Deformabilidade das goticulas

- Temperatura

- Forgas entre as particulas

- Efeitos electroviscosos

- Camadas de solvatagao

- Adsorgao
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2.10.6. Estudos de liberagdo “in vitro”

Na industria farmacéutica, o teste de dissolugdo € uma ferramenta muito
importante no desenvolvimento e controle de qualidade de formulagées
solidas. Este ensaio inicialmente desenvolvido para formas soélidas vem
sendo aplicado nos ultimos anos a formas farmacéutiéas especiais como
suspensao, mastigaveis, sistemas de liberagio transdérmica e produtos para
uso dermatologico. Este ensaio denominado como teste de dissolugao
quando a formulag&o & solida € denominado de teste de liberagéo “in vitro”

quando as formulagdes sdo semi-sélidas como emulsfes e géis [SIEwWErT,
2003].

Para compreender melhor estes ensaios & necessario conhecer um pouco
sobre a difussdo de farmacos através da pele.

2.10.6.1. Difussido de farmacos através da pele.

Produtos dermatolégicos vém sendo aplicados topicamente por seculos
como uma forma de conseguir agao farmacolédgica localizada nos tecidos da
pele. Considera-se que o farmaco difunde do veiculo para o tecido proximo a
aplicagdo do produto. Esta absorgao acontece por difusao passiva que para
a maioria dos fArmacos acontece lentamente migrando da regido de maior

concentragdo para a de menor concentragao [SMITH ET.AL., 2000].

A pele e seus apéndices regulam a entrada dessas substancias do exterior
exercendo assim uma fungao de “barreira”. A penetragdo de farmacos na

pele pode ocorrer por duas vias [SEILLER, MARTINI, 1996}

- Viatransepidérmica: acontece a penetragac através do estrato cérneo
propriamente dito que pode ser entre as ceélulas (intercelular) ou

através das células (intracelular).

- Via apéndices cutaneos: a penetragdo acontece via foliculos

polissebaceos e poros.
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A figura 2.10.3 representa esquematicamente as duas vias de absorgéo de

farmacos pela pele para uso tépico e sistémico.

- Dissolugdo dentro do veiculo
Lib - - Difussédo dentro do veiculo
fberagao - Partigdo (veiculo/ camada cémea)
FORMULAGAO
CORNEA
T
EPIDERME
'VL L @ @ @
Reabsorgéo . a G SR R T T L T g S AR s 5 ':u-.r.
[ ] DERME
® o o
o ® o ©
- 1

Vaso sanguineo
foliculo pilosebaceo

Figura 2.10.3 Representag3o esquemética das vias de absorgio de um farmaco para uso
topico ou sistémico aplicado na pele. (Adaptado a partir de Seiller et.al. [Seiller, Martini,
1996]
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.O modelo matematico que explica a difusdo através de membranas é a lei
de difuséo de Flick. Esta lei estabelece que o transporte da droga depende
ndo somente de sua solubilidade em agua, mas também é diretamente
proporcional a seu coeficiente de particdo dleo/ agua, sua concentragédo na
formulagdo, a area de superficie na pele a qual € exposta que por sua vez é
inversamente proporcional & espessura do estrato corneo. [Merxa., 2003]. Para
que a molecula passe do veiculo para a pele, & preciso que tenha certa
afinidade pelo estrato cdrneo. Uma vez no interior da membrana acontece a
difusdo. [MARTIN, ET.AL., 2003]

Os produtos para uso topico contém um grande numero de excipientes e a
particio destes com a pele acontece devido a caracteristicas fisico-
quimicas. Alguns dos componentes da formulag&o por exemplo poderdo -
alterar a integridade do estrato corneo, permitido que alguns compostos
atravessem a camada cornea ou que a difusdo através deste tecido seja
afetada. Qutros simplesmente evaporam durante o processo de liberagao de
ativos, alterando sistematicamente a atividade do farmaco no veiculo

remanescente.[SHaH, BEHL, 1992].

Dependendo da formulagao especifica, um aito grau de acumulo da droga
na pele pode ser alcangado mesmo em valores de fluxo muito baixos. Assim
é muito importante que a liberagéo de produtos para uso topico seja vista de
forma diferente da liberagdo transdermica. Uma énfase em particular deve
ser dada a retengio da droga na pele em oposigdo ao fluxo através da pele

dos produtos transdérmicos..

2.10.6.2. Fatores Que Influenciam O Transporte Através Da Pele

A absorcdo percutanea de um farmaco presente em um sistema terapéutico
topico ou transdermico, ndo depende somente das propriedades fisico-
quimicas do farmaco, mas também das condicbes da pele e do veiculo
farmacéutico. [ANSEL, H.C.; PoPovicH, N.G., 1995]. E importante considerar:
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Fatores biolégicos: €& importante considerar a variabilidade

anatémica, hidratagdo cutanea e oclussao, idade e patologias. [SEmLLER,
MARTINI, 1996]]

Fatores fisico-quimicos: estdo relacionados com as propriedades do

proprio farmaco, do veiculo e da pele [Barry, 1983].

o Solubilidade do difusante: Quanto maior a concentragido da
substancia que Ira difundir no veiculo, maior o gradiente de
difuséo.

= A solubilidade do farmaco no veiculo favorece a difusao.

= A presenga de um co-solvente ajuda a aumentar o
gradiente de concentragdo entre o veiculo e a pele.

= Considerar também se o farmaco encontra-se dissolvido

na fase externa ou na fase interna da emulsao.

o Coeficiente de particdo: Grau em que o farmaco ira se partilhar
entre o veiculo e o estrato cérneo. Quanto maior o coeficiente
de particdo do farmaco pela pele, maior a concentragdo do
farmaco estabelecida préxima aos cornedcitos.

o Coeficiente de difusdo

o Vanagdo de pH: Somente moléculas nao idnicas atravessam a
membrana lipidica. A maior parte dos farmacos € base fraca ou
acido fraco cuja solubilidade na fase aquosa de uma emulsao
por exemplo € determinado pelo grau de ionizagéo que por sua
vez é determinado pelo pH naquele meio.

o Atividade termodindmica: Uma concentragdo saturada &
preferida para um sistema de liberagéo topica pois o gradiente
de concentracdo serd maximo e assim também a atividade

termodinamica ( potencial de deixar o meio)

Promotores de absor¢ao: Pode-se promover a absor¢do de um
farmaco por meios quimicos ou fisicos. Os promotores de absorgéo
devem possuir algumas caracteristicas importantes: em primeiro lugar

devem ser atdxicos, ndo irritantes e ndo alérgenicos, apresentar
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rapida absorgao, ser compativeis com as substancias da formulagdo e
com o ativo. Apdés sua remogdo o estrato comeo deve voltar
imediatamente ao normal e a fungéo barreira deve ser diminuida em
somente um sentido. [ANSEL, N.C.; PopovicH, N.G., 1995].

- Fatores tecnolégicos: relacionados com a aplicagdo do produto e
com os excipientes

Em concluséo, ao se formular um produto, por exemplo uma emulsao, para
liberagao topica, ha varios fatores que devem ser considerados, assim a
estabilidade do farmaco, uso especifico do produto e o local de aplicagdo. O
potencial do veiculo para liberar a droga depende das propriedades fisico-
quimicas do difusante e da matriz que forma a emulsdo. Seguranga,
estabilidade e conservagdo efetiva devem ser combinadas com liberagido .
maxima do farmaco da formulagdo que deve permanecer esteticamente
aceitavel. E importante lembrar que as pessoas preferem produtos faceis de
aplicar e as emulsdes preenchem estes requisitos perfeitamente além de

proporcionar rehidratagido e emoliencia da pele. [ SmrTHET. AL., 2000).

2.10.6.3. Estudos De Liberagdo In Vitro Utilizando Membrana
Sintética

Até o presente nao foi padronizado um controle de qualidade lote a lote em
termos de uniformidade de produtos dermatoldgicos em relagéo a liberagéo
de ativos. Uma forma simples de esta qualidade ser avaliada & através do
uso de células de difusdo e membranas sintéticas. Este tipo de ensaios -

porém deve ser cuidadosamente validado antes de sua implementagao.

Nos produtos dermatolégicos a droga deve ser primeiro liberada da
formulag&o e depois permeada através do stratum corneum para ter um
efeito terapéutico, assim pode ser apropriado utilizar membranas sintéticas
para avaliar as propriedades de liberagdo do farmaco como um método de

controle de qualidade assegurando a uniformidade lote a lote. Este ensaio
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Suas caracteristicas sdo proximas as das membranas
poliméricas n3o porosas. '

o membranas liquidas organicas, muito utilizadas nos estudos de
absorgao gastrica.

Na escolha da membrana para o estudo é importante conhecer as
caracteristicas do ativo de modo a corresponder as caracteristicas da
membrana [SEILLER, MARTINI, 1996]

2.10.6.3.2. Células de difussao.

As células de difussao ou células de liberacdo devem ser de material inerte e
construida de tal forma que nao se perca farmaco durante o experimento e o |
fluido receptor possa ser homogeneizado no decorrer do experimento e
finalmente devem permitir um controle da temperatura durante o

experimento [BENTLEY, 1994].

Existem dois tipos de células de difussao [SEILLER, MARTINI, 1996]:
- Células de difusséo por fluxo continuo

- Células de difussdo por fluxo estatico

Hoje procura-se uma padronizagdo na metodologia internacional de modo
que os métodos de liberacdo de drogas in vitro possa ser aplicado para
formas semi-solidas. A célula de difussdo de Franz tem muito utilizada nos
estudos de liberagdo in vitro a partir de formas semi-sdlidas, outra célula que
também foi utlizada & a célula “Enhancer cell’ de acordo com Shah, os

resultados obtidas com ambas sao semelhantes [Suan, ET.AL., 2003].

E importante que o liquide receptor seja degasificado para evitar a formagao
de bolhas na interface com a membrana, em alguns casos sera necessaria a
adicdo de tensoativo de modo a meilhorar a solubilidade do farmaco. O
volume da fase receptora depende do aparelho utilizado, mas deve

obedecer as condi¢des “sink”. [Sirwrrr. 1r A 2003 [SFILFR. MARTINE 1996].
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A liberagdo da droga segue o modelo de Higuchi, a temperatura deve ser
mantida a 32°.C de modo a refeltir a temperatura da pele [SHax, ET.AL., 2003}

{SEILLER, MARTINI, 1996].

Até hoje nenhum aparelho para estudos de liberagdo in vitro tem sido
descritos nas farmacopéias. De qualquer forma hoje a FDA recomenda o
uso da ceélula de difussdo vertical ou céiula de Franz, sendo hoje

considerada o aparelho mais promissor para estudos de liberagio. [SiEwewErT
ET.AL., 2003]

2.11. DIAGRAMA TERNARIO OU DIAGRAMA TRIFASICO

Na pratica € comum encontrarmos mais do que trés componentes em uma
emulsdo, mas é o sistema ternério (fase oleosa, fase aquosa e tensoativo)
que contribui com a maior parte da massa e volume do sistema e os aditivos
menores sdo quase negligenciaveis desde este ponto de vista. Porém eles
podem contribuir muito nas mudangas que podem acontecer no
comportamento das fases. Assim a representacac da composicao de uma
emulsdo é apresentada em um diagrama bidimensional na forma de um
triangulo denominado “diagrama terndario”, enquanto que os componentes
menores sdo mantidos como condigdes externas, isto €, nao sao

representados no diagrama [SALAGER, 2000].

A convencgdo de sistemas tensoativos determina que na representagdo de
um diagrama ternario para um sistema 6leo/ tensoativo/ agua, a fase oleosa
seja plotada no topo do triangulo, os materiais polares no vértice esquerdo
do triangulo, e o emulsificante ou mistura de emulsificantes no vértice direito
do tridngulo, como representado na figura 2.11.1. Assim cada ponto no
interior do triangulo corresponde a uma mistura dos trés componentes

[CorNELL, 1980] [OSBORNE, D.W., 1990].
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. O estudo de um diagrama ternario permite definir por exemplo as regides
onde as emulsdes formadas sédo mais estaveis em fungdo da proporgado

relativa de cada uma de suas fases e do tensoativo [SEILLER, MARTINI, 1996]

Diagrama ternario para uma emuisao

fase oleosa

fase aquosa tensoativo

Figura 2.11.1 Diagrama temario para um sistema emulsionado mostrando a
posicdo em que os componentes devem ser plotados. No vértice superior a
propor¢ao de fase oleosa é de 100%, no vértice inferior ezquerdo a propor¢cao de
fase aquosa é de 100% e no vértice direito a propor¢éo de tensoativo é de 100%

Este diagrama ternario é simplesmente uma grade da composi¢ao no qual
qualquer ponto no diagrama representa a quantidade relativa de cada um
dos trés componentes d» sistema sendo que a composi¢do final sera

sempre de 100% [CorNELL, 1980].

Uma mistura tem na sua composi¢do dois, trés ou quatro componentes. Na

maioria das vezes o que interessa ndo e o estudo dos efeitos produzidos



Revisdo Bibliografica 72

pelos fatores ou sua interagdo, mas estudas como uma ou muitas
caracteristicas se comportam dentro de um dominio experimental.

Quando trabalhamos com sistemas emulsivos que contém mais de trés
componentes, diagramas pseudoternarios podem ser construidos. Por
exemplo em uma formulagdo em que dois tensoativos s&o utilizados estes
podem ser mantidos em concentragdes pré-definidas e plotados no vértice
direito que corresponde a tensoativos como se fosse um componente Gnico
[OSBORNE, 1990].

A representagao de sistemas dispersos através de diagramas ternarios &
também uma forma de mapear, isto &, caracterizar, as fases cuja faixa de
concentragdo dos componentes deve ser conhecida. Pequenas mudangas
na composicdo de uma emuisdo poderdo por exemplo aumentar a
estabilidade ou diminui-la [OsBorNE, 1990].

A variagao de uma dada propriedade com a composi¢ao da mistura pode ser
representada por uma superficie de resposta desenhada sobre o tridngulo
equilatero. Quando tentamos encontrar a relagao que existe entre fatores e
respostas, estamos trabalhando com modelos de avaliagao de superficie de
respostas [NIELLOUD, F.; MARTI-MESTRES, 2000}

O estudo de sistemas ternarios ou pseudoterndrios através da elaboracéo de
diagramas de fases revela muitas possibilidades de acordo com os
diferentes estados de agregac¢ao molecular que se encontram em equilibrio.
Microemuls&es, cristais liquidos, emulsdes, formam um amplo espectro de
possibilidades, simplesmente pela variagéo das proporgbes dos
componentes do sistema [Comelles, F.; Megias, V. et.al., 1989].
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que procuramos. Para isso devemos saber em primeiro lugar, o que é
mesmo que estamos procurando.

Para poder realizar um planejamento de experimentos apropriado a primeira
pergunta €: qual o tipo de experimento que se quer planejar e qual o método
estatistico mais apropriado. A tabela a seguir pode ser Gtil na resolugao
deste problema inicial [www.ITL.NIST.GOV., 2003].

Tabela 2.12.1 Guia para a selegdo de método estatistico para planejamento de
experimento [Adaptada a partir de itl.nist.gov., 2003]

Objetivo do estudo
Niamero
de Triagem ou Avaliagio |AVvaliagao de
fatores | Egtudos comparativos dos%feitos rinci gais superficies de
P P respostas
1 Planejamento Nao se aplica Nao se aplica
randomizado
2 a4 Planejamento Planejamento fatonal Planejamento
randomizado em biocos Planejamento fatorial “Central compﬂosne
fraci Box — Behnken
racionado
Modelagem por minimos Simplex”
quadrados. RSM
50u Planejamento Planejamento fatonal Realizar primeiro uma
mais randomizado em fracionado triagem para redugao
blocos. “placket — Burman” do numero de fatores.

Na area farmacéutica sdo muito utilizados os métodos para planejamentos
do tipo fatorial ou fatorial fracionado para a realizagéo de triagens e no
estudo de processos de produgéo por exemplo e o planejamento de misturas
com e sem restricbes através da avaliagdo de superficies de resposta
(RSM).
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“A qualidade de uma formulag&o otimizada é tdo boa quanto o seu projeto”.

O planejamento experimental reduz tempo e dinheiro necessario ao estudo
através da redugdo do numero de experimentos. A0 mesmo tempo
conserva-se um alto grau de informag¢ao [CorNELL, 1990].

Os modelos utilizados para planejamento e otimizagdo de experimentos
tanto na area farmacéutica como quimica séo do tipo “Empirico”, isto &, sao
modelos que procuram descrevem em base a evidéncia experimental, o
comportamento do processo estudado. Assim estes modelos sdo também
modelos locais [Barros NETO, 2002].

2.12.1. CONCEITOS.

Farmacéuticos dedicados a pesquisa e que precisam utilizar métodos
estatisticos para o plangjamento de experimentos encontram certa
dificuldade na compreensac de termos frequentemente utilizados nesta area.
Por este motivo sdo apresentados a seguir alguns conceitos que serao Uteis

para quem pretende trabalhar com planejamento experimental.

Fatores: Sao as causas que tem alguma influéncia sobre o fendmeno.
Existem fatores que podem ser controlados e aqueles que nao podemos
controlar. No planejamento experimental levamos em consideragdo aqueles
fatores que podem ser controlados. Os fatores podem ser qualitativos ou

descontinuos e quantitativos ou continuos [OsBorNE, 1990).

A influencia que estes fatores exercem sobre a formulagdo pode ser
-determinada fazendo com que estes fatores sofram variagbes, que
determinardo mudangas no comportamento do fendbmeno estudado. Sendo

assim os fatores podem variar dentro de niveis pré-determinados.

Os fatores estudados podem ser concentragdo, temperatura, agente
lubrificante, componentes da formulagdo, etc. A escolha dos fatores que
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serdo incluidos no estudo depende do pesquisador e dos objetivos do

trabalho [OsBORNE, 1990] [ NIELLOUD, MARTI-MESTRES, . ]

Niveis: Sao os limites dentro dos quais os fatores serao estudados. Quando
os fatores sdo quantitativos seus niveis tem valores numéricos como por
exemplo, temperatura, concentra¢gdo de reagentes, composicdo de uma
emulsdo. Quando os fatores sao qualitativos seus niveis ndo poderdo
apresentar ordem ascendente ou descendente, assim temos valores
discretos, por exemplo: a natureza de um excipiente, o tipo de equipamento,
a natureza de uma emuiséo.

Respostas: Uma resposta € uma manifestagdo mensuravel observada
quando os fatores estudados estdo variando. Uma resposta experimental
também é denominada como “varidvel dependente”. Por exemplo, cada
ensaio do experimento resulta em uma formula¢édo final com uma série de
propriedades, estas propriedades caracteristicas sdo denominadas como
respostas.

Matriz de experimentos: E o objeto matematico que representa de forma
codificada ou ndo uma série de experimentos a serem realizados. A matriz
tem n linhas que comrespondem a n experimentos e k colunas que

correspondem a k variaveis codificadas sendo estudadas.

Plano de experimentagdo: O plano de experimentagdo € a tradugdo do
projeto experimental em variaveis simples de modo que o planejamento

fique claro para o pesquisador.

2.13. OTIMIZAGAO DO EXTRATO VEGETAL: PLANEJAMENTO
FATORIAL

A preparagdo de um extrato vegetal ndo pode ser realizada de forma
aleatéria utilizando um solvente escolhido ao acaso. Conhecendo quais os

principios ativos presentes no vegetal ou o grupo quimico ao qual eles
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_pertencem, e possivel escolher o solvente mais adequado para a preparacao
do extrato de modo que os principios ativos sejam extraidos e permanegam
inalterados e estaveis no extrato [List, Scumipr, 1989).

Outros fatores além do solvente podem influenciar na extragdo da droga
como a relagéo droga/ solvente, temperatura, titulo do alcool e tempo de
maceragao, tenuidade do p6, entre outros citados no item 2.7.3 Fatores que

interferem na qualidade do extrato.

Os numerosos fatores que influenciam o processo de extragao de uma droga
levaram alguns autores a procurar vias de melhorar este processo e alguns
trabalhos podem ser encontrados na literatura, alguns deles descritos por
List et.al. [List, ScumipT, 1989]

Pesquisar a agio de cada um dos fatores pode ser algo desgastante quando
é utilizado um método que avalie a acdo de cada fator de forma separada
variando um unico fator por vez, além disso ao se estudar um unico fator nao
é possivel verificar a interacdo entre os varios fatores que afetam o

processo.

Uma forma de evitar todas estas desvantagens € o uso de um método
estatistico denominado planejamento fatorial. Este método foi desenvolvido
em Inglaterra para uso na tnagem de fertilizantes na agricultura e
subsequentemente foi adaptadoc as necessidades da industria quimica e

farmaceéutica. [LisT, 1989] [OSBORNE, 1990] |BOLTON, 1990].

O método fatorial permite observar o efeito que cada um dos fatores exerce
no processo e a interacéo entre os diversos fatores chegando desta forma
até as melhores condi¢bes de extragdo para obtengdo do extrato com o

maior teor de ativos e com as melhores caracteristicas.

Na pratica a aplicagdo de um projeto fatorial 4 otimizagdo da produgédo de

um extrato segue os seguintes passos:

- ldentificag&o dos fatores que influenciam o processo
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- Fixagdo dos niveis dos fatores
- Estabelecimento do planejamento experimental.
- Implementagio do projeto

- Avaliagac dos resultados.

Projetos experimentais nos quais se varia somente um fator mantendo os
outros constantes além de serem extremamente caros ndo conseguem
prever a interagdo entre fatores. Assim a informa¢do obtida desta forma é
incompleta impossibilitando a resolugdo do problema. Podem ser realizados
estudos levando em consideragéo a interagédo entre os diferentes fatores e
este tipo de estudo & denominado projeto fatorial ou planejamento fatorial

[www.itl.nist_ gov./fatoriall.

Um experimento fatorial estuda os efeitos de dois ou mais fatores sobre uma
resposta. O objetivo de um experimento fatorial € medir as mudancas na
resposta quando se muda o nivel de cada fator enquanto os niveis dos
outros fatores sédo mantidos fixos ou quando se mudam os niveis de dois ou
mais fatores simultaneamente. As mudangas que acontecem nas respostas

sao denominadas efeitos principais dos fatores .

2.13.1. ldentificagdo do problema

No planejamento de qualquer experimento a primeira coisa a fazer &
identificar o problema, por exemplo, como melhorar o rendimento do
processo de extragdo. Uma vez identificado o problema & importante

identificar of fatores e as respostas que fazem parte desse processo

Uma forma de identificar os fatores e as respostas inerentes a um processo
é através de um diagrama do tipo caixa preta ou “black Box’

[www .itl. nist.gov./fatorial]. Este diagrama permite observar ¢ processo desde

um ponto de vista global como mostra a figura a seguir.
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Co - fatores
Respostas
Fatores
> Processo — >
ou
> sistema —_
em estudo

IR

Figura 2.13.1 Diagrama de caixa preta representando o processo.

Os fatores sdo as variaveis que o experimentador tem condigbes de
controlar e podem ser quantitativos como temperatura e velocidade de
agitagao ou qualitativos como o equipamento utilizado. Algumas vezes ou
por algum motivo existem fatores que podem afetar as respostas mas o
experimentador ndo tem condigdes de controlar ou ndo tem interesse em
controlar sao os co-fatores que devem ser mantidos fixos para néo interferir
no processo por exemplo técnicos diferentes, equipamentos. As respostas
s8o as variaveis de saida do sistema, nas quais o experimentador esta
interessado e que serdo ou nao afetadas por modificagées provocadas nos

fatores [www.ITL.NIST.GOV/FATORIAL].[BARROS NETO, 2002]

Na otimizagdo de um extrato vegetal o problema é: “Quais as melhores
condigbes para obtengdo do extrato com qualidade adequada de modo a
garantir sua eficacia e segurancga”.

2.13.2. Ildentificagcao dos Objetivos.

Esta fase € de crucial importancia, o objetivo que pretendemos alcangar com
os experimentos deverd ser determinado com o maximo de clareza para que

BlBLl'\)TECr\_ ‘
Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas
Universidade de Sao Paulo
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entdo possa ser escolhido o ptanejamento estatistico apropriado [Barros NeTo,
2002] [WWW.ITL.NIST.GOV, 2003].

2.13.3. Delineamento do planejamento experimental.

Bolton descreve claramente quais os casos na area farmacéutica em que o
planejamento fatorial pode ser aplicado [BoLTon, 1990]
- Ajudar a interpretar o mecanismo de um sistema experimental
- Recomendar a implementacdo de um procedimento pratico ou o
estabelecimento de condigbes em um processo industrial
- Como guia para estudos experimentais posteriores.
- Sempre que o objetivo seja avaliar os efeitos de varios fatores em um
processo experimental.
Para executar um planejamento fatorial inicia-se especificando os niveis em
que cada fator deve ser estudado, isto é, os valores dos fatores que serdo
utilizados para fazer o experimento. Por exemplo pode ser estudado o efeito
da temperatura entre 30 e 50°.C. Este tipo de planejamento em que os
fatores sao estudados em dois niveis € 0 mais simples dos planejamentos
fatoriais. Para k fatores um planejamento fatorial em dois niveis exige a
realizacdo de 2x2x2x....x2

denominado como “Planejamento fatorial 2% [Barros NETo, 2002].

2% ensaios diferentes sendo por isso

Para o estudo de otimizagdo do extrato de Centella asiatica foi aplicado o
planejamento fatorial em dois niveis para trés fatores que foram
considerados como sendo os principais no processo de maceragao. Portanto
o estudo é representado como Planejamento fatorial do tipo 2*. Portanto o
numero minimo de ensaios a ser realizados seria 2° = 2*2*2 = 8 ensaios aos

quais podem ser aplicados duplicatas e pontos centrais.

A opgao por um experimento com duplicatas permite obter informagao sobre
a variabilidade e consisténcia das respostas, € necessario que estes

experimentos sejam repeticGes auténticas, isto € qué sejam repetidas todas
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as fases do experimento, s3o na realidade replicatas de cada ensaio. A
aleatorizag&o ou randomizagdo assim como a divisio em blocos permite
também diminuir erros [BArros NETO, 2002] [STATISTICA, 2002].

Um outro ponto importante & a possibilidade de adigdo de pontos centrais,
estes ensaios s3o0 pontos nos quais os fatores sio estabelecidos no seu
valor médic. Sdo denominados como pontos centrais por estarem situados
ao centro do planejamento [STaTISTICA, 2002]

Uma vez determinado o método que serd aplicado é possivel determinar a
matriz do experimento como podemos observar na figura 2.13.1, nesta
matri7; o simbolo “+" significa nivel maximo e “-* significa nivel minimo dentro
da faixa que esta sendo testada.

Tabela 2.13.1 Matriz para planejamento fatorial para trés fatores em dois niveis (23).
Apresentado seguindo a ordem padrao.

Ensaio ) Fator 1 Fator 2 Fator 3
1 1 - A
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 -1 -1 -1
11 +1 -1 -1
12 -1 +1 -1
13 +1 +1 -1
14 -1 -1 +1
15 +1 -1 _ +1
16 -1 +1 +1
17 +1 +1 +1
18 0 0 ' 0

Legenda: + nivel maximo, - nivel minimo, 0 nivel padréo.

Um planejamento fatorial para trés fatores em dois niveis é representado
graficamente por um cubo como pode ser observado na figura 2.13.3.2. Os
oito ensaios da matriz do experimento correspondem aos vértices do cubo
[Barros Neto, 2002].
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2.13.3.2. Avaliagdo dos resultados.

Para avaliac&o dos resultados pelo método de Yates [BoLton, 2000] o primeiro

passo € colocar os resultados na ordem padrdo, como mostra a tabela
2.13.3.1.

Sao varias as analises realizadas:

- Analise de varianga: Permite determinar quais dos fatores afetaram a
resposta em estudo.

- Estimativa do erro puro:

- Efeitos estimados
o Os 3 efeitos principais
o As 3 interagSes de dois fatores
o Uma interagao de trés fatores:

- Opcgoes graficas:
o Diagrama de paretos
o Reiduais
o Probabilidade normal
o Interagdes

o Superficie de respotas

2.14. PLANEJAMENTO ESTATISTICO PARA O DESENVOLVIMENTO E
OTIMIZAGAO DE EMULSOES.

Os cremes e logbes tradicionais foram de modo geral extraidos de
formularios cosméticos, o insumo ativo é entdo adicionado e a formulagio
observada em termos de estabilidade fisica, poténcia, etc. assumindo-se
assim que o veiculo foi otimizado antes de ser incluido no formulario. O
processo né&o € tdo simples assim pois qualquer ativo introduzido na
formulagdo podera trazer alguns problemas como instabilidade quimica,

cristalizagdo do ativo na formulagéo, etc. A otimizagdo da formulacio pode
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.diminuir a probabilidade de que estes problemas acontegam [OsBorNE, 1990].
Se pensarmos entdo em ativos vegetais ou extratos os problemas se
intensificam devido & natureza do material.

A formulagdo de produtos farmacéuticos e cosméticos & considerada por
muitos como uma arte. Existem inUmeras técnicas que podem ajudar na
escolha dos componentes que irdo otimizar um ou mais atributos do produto.
Porém a aplicagdo de métodos estatisticos de otimizagdo é algo
relativamente novo na pratica farmacéutica. Quando usados com inteligéncia
e bom senso, estes métodos podem ampliar a perspectiva do processo de

formulagao. (BoLToN, S. 1990]

Quando trabalhamos com a otimizagdo das propriedades das misturas o
planejamento fatorial ndo € mais adequado pois no caso das misturas

existem algumas restrigoes.

As propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas proporgbes de
seus ingredientes e nao pela sua quantidade total. Além disto as proporgdes
dos diversos componentes de uma mistura nao sao independentes. A soma
de todas elas tem de dar sempre 100%. Se quisermos otimizar as
propriedades de uma mistura mudando a sua formulagdo, as novas
proporg¢des tem de continuar somando 100%. [ BARROS NETO, B., 1996]).

Portanto um experimento no qual a resposta depende somente das
proporgdes relativas dos componentes presentes na mistura e nao da
quantidade de mistura, onde a soma total dos componentes é mantida
constante e o valor da resposta muda quando mudangas s&o realizadas nas
propor¢oes relativas destes componentes e a resposta € uma medida de
uma propriedade da mistura estamos falando de um experimento de
misturas. Isto & o planejamento e otimizagéo de misturas apresenta algumas
restricdbes, o que impde algumas modificagdes na metodoiogia utilizada
como o planejamento fatorial e modelagem de superficies de resposta, para

adapta-las aos problemas especificos das misturas. Estes métodos tém
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.encontrado larga aplicagdo na ciéncia, na engenharia e na industria.
[CORNELL, 1990].

Os modelos para a avaliagdo de superficies de respostas podem ser
lineares, quadraticos ou cubicos,

Em 1958 Scheffé publicou as bases da estratégia experimental de
otimizag&o aplicada a misturas, este trabalho ndo s estabeleceu as bases
neste campo como foi a origem de muitas aplicagbes. [Roger Phan-Than-
Luu, 2000]. |

2.14.1. Planejamento em rede simplex ou Simplex lattice design

O modelo proposto por Scheffé em 1958 foi denominado rede simples ou
“Simplex lattice”.[Phan-Than-Luu, 2000]. Um arranjo ordenado consistindo
de uma distribuicao de espagos uniformes de pontos sobre um simplex é
denominado de rede ou “/affice’. O nome rede é utilizado entdo para fazer
referencia a um arranjo de pontos. [CORNELL, J.A.1990].

Superficies de respostas e regides 6timas para caracteristicas de emulsoes
sédo frequentemente obtidas pela aplicagao de projetos “simplex lattice”. Este
tipo de projeto é particularmente apropriado nos procedimentos de
otimizagdo de formulagdes onde as quantidades totais das diferentes

substancias sob consideragio devem ser constantes.

Scheffé propds uma equagdo polinomial que é denominada a equacgéo
candnica de Scheffeé ou equagdo quadratica onde para trés componentes
em dois niveis temos:

n = B1x1 + B2x2 + B3x3 + B12 x12 +B13 x13 + B23 x23.

Entre as desvantagens deste modelo temos o grande numero de pontos
requeridos para medelos polinomiais acima de terceiro grau e que de modo

geral é utilizado para misturas de substancias puras. Para reduzir o nimero
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.de pontos quando o nivel polinomial e o nimero de fatores é alto, foi

proposto o sistema “Schéffe Centered simplex lattice design”[PHAN-THAN-LUU,
2000].

A implementacdo do projeto simplex consiste em preparar varias
formulag¢oes contendo diferentes combinagdes dos ingredientes variaveis. As
formulacdes sao preparadas de forma que os dados experimentais possam
ser utilizados para prever as respostas dentro do “espago simplex” de forma
simples e eficiente. O espago simplex é a regido determinada pelas vanas
combinag¢des dos ingredientes escolhidos para o expenmento na forma do
triangulo equilatero.

As formulagbes sao escolhidas de modo a cobrir o espago de interesse de
maneira simétrica. Os resultados experimentais sdo utilizados entao para
computar uma equagio polinomial empirica (equagdo simplex) que podera
ser utilizada de modo a ter uma estimativa da superficie de resposta, isto é
para descrever o padrdo de resposta aproximado dentro do espago simplex.
[BoLTON, S., 1990].

2.14.2. Planejamento Centréide simples ou “Simplex centroid
design”
E uma altemativa ao projeto em rede simplex introduzido pelo préprio
Schéefe em 1963. Neste projeto os pontos comrespondem a todas as
permutagdes das misturas puras envolvendo os trés componentes. Alguns
pontos interiores também podem ser adicionados de modo a verificar como o
projeto cobre a regido experimetal definida pelo triangulo, como mostra a
figura. O modelo centréide simplex responde & equagéo do modelo cubico

especial.

Ay = byxq + baxz + baxa+ D12X1X2 + D1aXs X3 + b23x2 Xa + D123X1X2Xa

O trabalho realizado por Chu e seus colaboradores utiliza o planejamento
centroide simplex aumentado com uma matriz de 10 pontos de acordo com o
diagrama ternario mostrado na figura 2.18.2, portanto 6 pontos foram
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_diagrama ternario mostrado na figura 2.18.2, portanto 6 pontos foram
utilizados nas bordas do triAngulo e 4 pontos internos foram adicionados
para proporcionar maior flexibilidade ao modelar a superficie da mistura.
[CHU, J.M.; AMIDON, ET.AL., 1991].

2.14.3. Planejamento de misturas com restrigdes.

A maior parte dos produtos cosmeéticos e farmacéuticos para uso
dermatoldégico pertencem a este giupo, pois 0s componentes nao sao
substancias puras e o dominio experimental possui restrigdes como por
exemplb a faixa de uso de cada um dos componentes. E importante em este
tipo de planejamento determinar quais sdao as restrigdes que o sistema
apresenta, e estas podem ser:

- Restrigdes individuais que podem afetar um dos componentes ou

mais

- Restrigbes de relagao

Estas restricoes reduzem o dominio experimental produzindo uma
transformag¢dao ou deformagao do modelo. [{Cornell, 1990] [ Barros Neto,
1996] [ www.statistica.com, 2003].

O triangulo equilatero que forma o diagrama trifasico estara presente sempre
que os componentes variem de 0 a 100% ou quando os componentes sao

restritos a faixas equivalentes. [Anderson, 2003].

2.14.4. Como realizar um planejamento experimental para

desenvolvimento e otimizagao de formulagdes.

Os sistemas dispersos sao unicos entre as formas farmacéuticas porque as
interagdes fisicoquimicas entre os componentes dominam a estabilidade do
sistema. Pequenas mudangas na composi¢ao podem desestabilizar
completamente a dispersdao ou entdo aumentar sua estabilidade.Para
compreender a estabilidade de uma dispersao, deve ser entendido que
mudangas na estabilidade sao o resuitado de mudang¢as no comportamento

das fases do sistema. Para sistemas tensoalivos, comecou-se a
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correlacionar a estabilidade de emulsdes, espumas e géis com o equilibrio
que existe entre as fases micelar e de cristais liquidos termodinamicamente
estaveis.

O projeto experimental devera conter uma série de experimentos eficientes e
bem planejados devem ser realizados. Segundo Osborne projetar um
experimento é selecionar uma série de experimentos Unicos ou com réplica
que irdo proporcionar informagdo suficiente para poder selecionar uma
formulagdo otimizada. As variaveis podem incluir desde composicdo até
tempo de mistura, velocidade de cisalhamento, pH, etc.. [OSBORNE, D.W.
1990].

As variaveis escolhidas para realizar o estudo devem ser aquelas que tem o
efeito mais dramatico sobre as caracteristicas criticas do produto. Aquelas
variaveis que nao influenciam o produto ou que se encontram restringidas

devido a equipamento ou procedimento, devem ser mantidas constantes.
Os seguintes passos podem ser seguidos:

1. Selecionar a formuia¢ao preliminar e determinar os limites (niveis)
dos componentes para realizar os estudos de comportamento de

fases.

2. Projetar experimentos estatisticamente validos, utilizando os niveis
dos componentes e outras varidveis do processo consideradas

importantes.
3. Avaliar as respostas dos ensaios expenmentais.

Estes dois Ultimos passos tem sido muito empregados para formulagdes
sélidas e agora nos ultimos tempos para sistemas dispersos. As técnicas de
otimizag¢do precisam que as respostas dentro dos niveis das variaveis sejam
continuas. Para formulagbes para uso tépico esta continuidade pode ser
estabelecida para as faixas utilizadas na composi¢do antes da otimizagao
[Bolton, 1990].
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2.14.4.1. Determinagao dos componentes e seus limites.

Uma vez selecionada a formulagao preliminar os componentes podem ser

separados em dois grupos:

1.

Materiais que serao utilizados em concentragdes pré-determinadas,
mesmo que outros componentes mudem na formulagao. Por exemplo:

concentracao de principios ativos, corantes, conservantes, fragrancia.

Materiais que serao utilizados dentro de uma ampla faixa de uso. No
caso de produtos para uso tépico temos por exemplo a Aagua,
tensoativos, e outros materiais. Estes materiais devem ser utilizados
dentro de suas faixas de uso que proporcionem uma resposta
homogénea e continua. E desejavel que nao mais do que 3 a 5

componentes estejam dentro deste grupo [OSBORNE, 1990].

Os matérias pertencentes ao segundo grupo serao entao divididos em:

Componentes polares
Componentes apolares
Outros componentes (amfifilicos, poliméricos, terapéuticos, materiais

de biotecnologia)

Para qualquer formulagao cujos componentes possam ser divididos em dois

ou trés destes grupos diagramas binarios ou ternarios do comportamento

das fases podem ser muito Gteis para caracterizar as interagées fisico-

quimicas entre os componentes do sistema.[OSBORNE, D.W., 1990]

Uma vez determinados a formulagdo e os componentes que serao mantidos

fixos e os que irao variar dentro do experimento, € possivel determinar a

faixa de uso ou limites para cada um destes componentes,. Estas sao as

restrigdes do sistema.
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2.14.4.2. Planejamento experimental e avaliagio da
superficie de resposta.

O préximo passo sera a escolha do modelo a ser aplicado no experimento.
Por exemplo ao trabalharmos com uma emulsdo, por esta apresentar
restrigdes em sua composigéo iremos aplicar o modelo para misturas com
restrigdes e podera ser quadratico ou cubico de acordo com cada caso.

Apés a escolha do modelo que sera aplicado podemos gerar o desenho
experimental em software apropriado, por exemplo Statistica®, Statgraphics

Plus', statease®, entre outros do mercado.

Uma vez que o planejamento experimental foi escolhido, algumas decisées
devem ser tomadas em relagdo aos atributos ou respostas que serido
analisadas. Nessa fase deve ficar muito claro quais sao as respostas ou
atributos importantes que serdo avaliados. Entre os atributos de uma
formulagao para uso topico temos: viscosidade, liberagao de ativos, pH, teor,
densidade [SEILLER, MARTINI, 1996]. A pergunta a se fazer é: quais sao as

respostas que realmente influenciam na qualidade do produto final?

Uma vez gerado o experimento pode-se prosseguir com a implementagao do

projeto.

2.14.4.3. Implementagao do projeto.

A implementagédo do projeto consiste na aplicagao do planejamento gerado
preparando as formulagbes. Ndo esquecendo de manter constante as
variaveis fixas que nao devem interferir no experimento. Por exemplo,

temperatura, agitagao, etc.

As formulagdes sdo preparadas seguinto a ordem aleatdria € de acordo com
os blocos em que foram separadas. Uma vez preparadas os atributos ou
respostas sdo coletados e avaliados através do estudo do diagrama trifasico.
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2.15. Alguns exemplos de planejamento experimental em formulagoes

cosméticas e farmacéuticas para uso topico.

Muitos pesquisadores propuseram a metodologia do projeto de Central
composite para otimizar a formulagdo de emulsdes,microsferas e
nanosferas. Carlotti et. Al. Em 1991[ Carlotti, 1990] apresentaram varios
projetos do tipo Central Composite design para a otimizagao de emuisdes. A
resposta estudada foi a estabilidade da formulagdo em relagé@o ao tempo de
centrifugagéo a 6000 rpm. Necessarios para quebrar a emulsdo. Em 1992 o
mesmo grupo [Carlotti, 1992] estudou emulsbes de agua/ 6leo/ silicone o
projeto central composite utilizou trés variaveis e trés replicatas nos pontos
centrais. As varidveis foram as propor¢des de silicones como tensoativo e
dois tipos de 6leos. Esta fase foi realizada através de projeto experimental e
diagrama trifasico chegando até uma emulsao de alta estabilidade
continuando a partir dela com a segunda fase do trabalho que foi comparar a

influencia de uma série de ésters.

Elkheshen utilizou um sistema simplex lattice para a otimizagdo de
microencapsulagido de uma droga sollivel em agua utilizando acido lactico e
poli (lactide — co- glicosideo). As caracteristicas estudadas foram distribuic&o
e tamanho das particulas, rendimento e percentagem de carregamento da
droga. O autor fornece um modelo quadratico para todas as respostas e
analiza de forma isolada o efeito de diferentes poliméros para cada resposta

com a ajuda de respostas de superficie.

Forestier et.al. estudaram a formulagdo de um gel pelo diagrama ternario
com trés componentes: C12-C15 alcool benzoato, ciclometicone, copolimero
de acetato de vinila em agua. O estudo foi realizado seguindo uma

estratégia de sequiéncia sistematica paso a passo. Em um primeiro passo a
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regido de incompatibilidade foi selecionada. A regido de interesse foi
colocada dentro do simplex para estudar a forma da superficie que foi
definida fixando os lmites inferiores dos trés componentes >0.1 nas
proporgdes dos constituintes. Em um segundo passo um projeto Simplex
centroid foi aplicado com 7 pontos no projeto e 6 pontos para checagem.
Duas respostas foram otimizadas: consisténcia e brancura. O gel 6timo

deveria apresentar caracteristicas similares as do petrolatum.

Um grupo de pesquisadores da Universidade de montpellier na Franga
estudaram sistemas emulsionados em relagdo a sua estabilidade. Foram
utilizados varios tensoativos entre eles Brij92, Brij96, Brij98, Span80, e
TweenB80, Span60 e Tween60 entre outros., a fase oleosa formada por
parafina liquida e a fase aquosa agua destilada. As emulsbées foram .
realizadas pelo método de inversdo de fases padronizando o processo. Os
atributos avaliados foram: exame macroscépico e microscopico, tipo de
emulsdao determinado por condutividade, estabilidade a temperatura
ambiente, estabilidade a 50°.C por uma semana, estabilidade em relagéo a
centrifugacgao (3500 rpm por 20 min.) e viscosidade.



3. OBJETIVOS
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O objetivo principal é a sistematizagio dos estudos envolvidos no projeto de
desenvolvimento de um creme de Centella asiatica para uso tépico.

Com esta sistematizagao pretende-se mostrar a importancia da concepgéo e
planejamento de um projeto e a aplicagao de planejamento experimental como

ferramenta Gtil ao farmacéutico na avaliagéo de processos e produtos.

Cada uma das etapas do projeto apresenta um objetivo sendo:

Caracterizagéo da droga vegetal

Otimizagdo da produgéo de extrato hidroglicélico obtido por maceracéo

cinética através de planejamento fatorial.
- Desenvolvimento de metodologia analitica adequada

- Realizagio de estudos de pré-formulagao e formulagao para o creme de
Centella asiatica

. Desenvolvimento de planejamento estatistico para otimizagdo de

emulsdes.

- Avaliagdo dos diagramas temarios obtidos a partir dos resultados dos
estudos de otimizagao

- Avaliacdo das caracteristicas de reologia das emulsdes e dos extratos.



4. MATERIAL E METODOS
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4.1. MATERIA PRIMA E REAGENTES

4.1.1. Centella asiatica L. (Urban).

96

No estudo foi utilizado pé de Centella asiatica L. (Urban) proveniente de cultivos

sem uso de agrotéxicos no estado de Sao Paulo.

4.1.2. Padroes

Foram utilizados os seguintes padrdes:

- Acido asiatico: Substancia de referéncia marca Sigma

- Fracdo de triterpenos totais de Centella asidtica (L.) Urban:

Fomecidos pelos laboratérios Indena. Identificados como “Centella

asiatica selected triterpenes”, com teor de asiaticosideo de 36,5% e

56,3% de geninas totais (mistura de acido asiatico e acido madecassico)

Todos quantificados com referéncia as substancias anidras.

4.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados estéo listados na tabela a seguir:

Tabela 4.1.1 Reagentes utilizados durante o desenvolvimento do projeto.

Reagente Grau Marca
Acetato de etila HPLC Merck
Acetato de sédio p.a. Sigma
Acetonitrila HPLC Merck
Acido Acético glacial p.a. Merck
Acido Fémico p.a. Merck
Acido sulfurico p.a. Merck
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Recomenda-se 0 uso de 10 a 20% da fase oleosa por peso em logdes e
cremes. PH 5.5 a 7.0, ponto de fusdo 50 a 54°.C

Faixa de uso: 2-30%
Oleo Mineral: Mistura de hidrocarbonetos liquidos do petréleo,

Descri¢ao: Liquido incolor, praticamente insoluvel em agua, solivel em éter,
cloroférmio, éter de petrdleo e 6leos. Densidade de 0,83 a 0,87. Utilizado como
veiculo em formulagdes.

4.1.5. Equipamentos e outros materiais

- Agitador marca Fizatom
- Agitador tipo “Shaker” marca Orbitall
- Aquecedor elétrico marca Fizatom
'- Balanga analitica marca Gehaka
- Banho de ultrasom marca Quimis
- Banho Maria regulado em 37°.C marca Fanen
- Células de Franz modificadas: 15mm diametro x 80mm altura,
capacidade 15m! de meio receptor.
- Centrifuga
- Colunas do tipo Sep PackR classic.
- Coluna para Cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimpack CLC-
ODS(M) 25cms. - C18
- Condutimetro marca Quimis
- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Shimadzu. Composto por.
contolador SCL-10Avp, Bomba LC-10AT, Injetor manual, Fomo CTO-
10Avp, Detector uv SPD-10AVvp
- Cuba para cromatografia em camada delgada
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4.21.2. Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica ou abordagem fitoquimica foi realizada de modo a
identificar os principais grupos quimicos presentes no vegetal. Foram realizados
ensaios para a identificacdo de flavondides, taninos, saponinas, alcalbides,
oleos essenciais e dleos fixos, de acordo com técnicas descritas por Akisue e
Matos. [AKISUE, G. ET.AL., 1996] [MATOS, .F. J. 1988].

Uma vez preparados os extratos hidroalcodlico ou aquoso de acordo com o
grupo a ser pesquisado foram realizadas as reagdes, descritas de forma
suscinta nas tabelas a seqguir.

Tabela 4.2.2 Reagdes para identificagdo de flavonéides.

Reagédo Procedimento Resultado positivo

Shinoda Mg metalico (fragmentos) + Coloragao rosa ou vermelha

HCL conc. (10 a 15 gotas). Flavonéis. flavanonas

(em 2ml extrato) flavanondis e/ ou xantonas.

Cloreto de aluminio 5% Adicdo de uma gota de Intensifica¢@o da fluorescencia
(Em papel filtro aplicar 2 solugdo metandlica de observando sob luz UV
gotas de extrato em Cioreto de alumino a 5%
regides diferentes.) em uma das gotas
aplicadas.
Cloreto férrico 4,5% Adicionar cloreto férrico a Coloragdo verde, amarela,
(em 3ml do extrato) 4.5% castanho, violeta de acordo ao
tipo de flavonoide,

. , . Adicionar algumas gotas de Aparecimento de cor amarela

Hidréxido de sédio 5% hidréxido de sodio a 5% de diferente intensidade.

(em 3 ml de extrato)
Flavanonas, flavonéis e
xantonas
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Tabela 4.2.3 Reagbes para identificagéo de taninos

102

Reagao

Procedimento

Resultado positivo

Ciloreto férrico

(1mil do extrato + 5ml &gua)

Adicionar Cloreto férmrico a
2% escorrendo pelas
paredes.

Precipitado.
Azul a violeta = taninos

galicos
verde = taninos
catequinicos)
Sol. aquosa de alcalSide Adicionar 5 gotas de HCL Precipitado esbranquigado
(1 ml extrato) diluido + 1 ou 2 gotas da
’ solucio de alcaldide
Tabela 4.2.4 Reagbes para identificagao de saponinas
Reacio Procedimento Resultado positivo

Formacgao de espuma
5 a 10ml de extrato

Poder hemolitico

5 a 10 ml de extrato

isotonizado

Agitar - vigorosamente no
sentido vertical por S5seg

Preparar dois tubos com
5ml do extrato isotdnizado.
Em um dos tubos
adicionar Smi da
suspensdo de hemdacias
de boia 2%

Permmanencia de espuma
abundante apés 30 min

Hemoélise em um periodo
de 10 min.

Uma vez identificada a presenga de saponinas foram realizadas as seguintes

reacdes no residuo seco do extrato para identificagao do tipo de genina.

Tabela 4.2.5 Reacdo para identificagdo do tipo de saponina (triterpénicas e

esteroidais).

Reacido

Procedimento

Resultado positivo

Reac¢io de
Liebermann — Burchard

MaTos, 1988]
HosTETTMAN,1995]

Residuo seco
ressuspendido em
clorofdrmio + 1ml anidrido
acético + 3 gotas de HSO,
conc.

Coloragao:

azul seguida de verde

esterdides livres.

Parda a vemnelha

triterpencides pentaciclicos
livres.
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Tabela 4.2.6 Reacgao para identificagio de alcaloides.

Reagdo Reagente Resultado
Mayer | Cloro-iodo-mercurato de Precipitado caracteristico
potassio
Dragendorft lodo bismutato de potassio Precipitado caracteristico
Bouchardat Triiodeto de potéssio Precipitado caracteristico.

OBs. Para a identificacdo de alcaléides as reagdoes a seguir foram realizadas em

laminas de microscopio como indicado por Akisue:

4.2.1.3. Cromatografia em camada delgada

Foi realizada a cromatografia em camada delgada como uma forma de garantir
a autenticidade, identidade e pureza da droga.

Para a andlise cromatografica em camada delgada foi preparado extrato
metandlico de pé de Centella asidtica na proporgao de 5g de po para 100ml de
extrato metandlico.

Os padrdes utilizados para a obtencao do perfil da planta por Cromatografia em
camada delgada foram:

- Solugdo metandlica da fragdo de saponinas triterpenicas totais de
centella asidtica 1mg/m. |

- Solugdo metandlica de acido asiatico 1mg/ml
O cromatograma foi obtido por sistema ascendente em cuba de vidro com

atmosfera saturada. Foram aplicados 5 ul de amostra e dos padrdes de forma

separada.
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A avaliagdo do resultado foi realizada em termos de resolugdo das manchas
tanto para o extrato como para os padroes. Foram identificados de forma
qualitativa o asiaticosideo e o &cido asiatico na amostra. Foi calculado o Rf de
cada uma das manchas do cromatograma,

A tabela 4.2.7 descreve as caracteristicas dos sistemas cromatograficos
utilizados.

Tabela 4.2.7 Sistemas utilizados para obtengao do perfil cromatografico de Centella
asiatica L. Urban por Cromatografia em camada delgada.

Fase estaciondria: Silica gel 60GF254 em suporte de vidro.
Amostra: Extrato metandlico de pé de centella asiatica (0,05g/ml)
Padroes: Solugao metandlica de Triterpenos totais de centella

asiatica ( 1mg/mil ).
Solugdo metandlica de acido asiatico (1mg/mi)

Distancia 10cms.

percorrida:

Sistema solvente 1: Cloroférmiol/metanol/ acido acético/agua (60:32:12:8)
[HOSTETTMANN 1995][WAGNER, BLADT, 1996]

Sistema solvente 2: Acetato de etila/ metanolagua (100:14:10)

Sistema solvente 3 Cloroférmio/ metanol/ Agua (65:35:10) [HosTETTMANN, 1995]

Reveladores: Anisaldeido suifidrico

Reagente de Liebermann — Bouchard

As placas foram aquecidas por 10 min. A 105°.C a 110°.C
e a leitura foi realizada a luz do dia

’,
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Preparacao das solugdes reveladoras [Hostermvann,1995]:

Anisaldeido Sulfarico: Misturar 0,5ml de anisaldeido com 10ml de acido
acético glacial, 85ml de metanol e 5ml de acido sulfirico concentrado.
Misturados em esta ordem.

Reagente de Liebermann Bouchard: 1ml de &cido sulfarico concentrado é
misturado com 20mi de anidrido acético e 50ml de cloroférmio.

4.2.1.4. Teorde Cinzas

A determinagdo do teor de cinzas pemmite a verificagdo de impurezas nao
volateis que podem estar presentes como contaminantes.

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a farmacopéia brasileira.

4.2.2.Quantificagao do acido asiatico.

Foi quantificado o acido asiatico como substancia marcadora do extrato pelo
método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa por método
isocratico com padrido externo, adaptado a partir do trabalho realizado por
Gunther et.al. [GunNTHER, WAGNER, 1996]

As condicbes para realizagdo do cromatograma estdo descritas na tabela 4.2.8:
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diametro e foi degaseificada em banho de ultrasom por 20 minutos de modo a
poder ser utilizada no sistema do Cromatografo liquido de alta eficiéncia.

Uma vez preparada o pH da fase mével foi verificado sendo de 2,8 estando
dentro das especificagbes da coluna.

4.2.3.2. Preparagdo do padrdo

O padrdo acido asidtico (PA) foi preparado pesando em balanga analitica
exatamente cerca de 25mg de Acido asidtico Sigma que foram dissolvidos em
metanol, completando o volume em baldo volumétrico para 25mi. Obtendo-se .
assim uma solugédo de 1mg/ml de acido asiatico

4.2.3.3. Preparacgdo das amostras para doseamento.

O Aacido asiatico foi determinado em amostras de:
- extratos glicolicos
- formulagbes
- aliquotas retiradas durante o estudo de liberag&o “in vitro”.

4.2.3.3.1. Extratos glicélicos

Os extratos glicolicos preparados durante o processo de otimizagao do extrato
(item 4.2.5) foram filtrados em filtro Millex® com poros de 0,22um para retirada
de impurezas. A seguir 20yl foram iinjetados no cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia para sua quantificagdo.
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4.2.3.3.2. Formulagodes

A fragcdo de saponinas triterpénicas foram extraidas das formulagdes utilizando
metanol [MorGanTi, P.,1999] [MORGANTL, A, 19998]. Foram pesados 5g da formulagao e
extraidos com 25ml de metanol. Apds extracao a solucgio foi filtrada por coluna
do tipo SEP-Pak previamente tratada com 3ml de metanol para retirada de
impurezas. A seguir 20pl da solugdo resultante foram injetados em
Cromatografo liquido de alta eficiéncia para sua quantificagao.

4.2.3.3.3. Ensaio de liberagdo “in vitro”

As aliquotas retiradas durante o ensaio de liberagao foram filtradas em fiitro
Millex® com poros de 0,22um de diametro e 20ul foram injetados diretamente

no cromatografo para sua quantificagao.

4.2.3.4. Preparagado das solugdes “Branco”

Varias solugdes foram preparadas para a confirmagao da nao interferéncias dos
veiculos utilizados na preparagao do extrato e das formulagbes e nos estudos
de liberagdo “in vitro”, mesmo apés pré-tratamento realizado em todos os

casos.
Branco dos extratos

Foi preparada uma solugao de propilenoglicol a 80% em agua destilada,
denominada B1.
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Branco das formulagdes

Foi preparada uma emulsdo basica com os mesmos componentes das
emulsOGes do estudo de desenvolvimento e otimizagdo, porém n&o se
incorporou extrato hidroglicélico de Centella asiatica e sim a solugdo B1. Foram
pesados exatamente cerca de 5,0g desta formulagao e foram extraidos com
25ml de metanol sob agitacdo constante. Apds extragao filtrou-se e tratou-se
em coluna do tipo SEP PAK. A solugdo resultante foi denominada B2.

Branco dos ensaios de liberagdo “in vitro”

Foi preparada uma solugéo de tampao fosfato pH 7,4 denominada B3.

4.2.3.5. Especificidade

Para avaliagdo da especificidade do método foi obtido o cromatograma da
solugdo padrao de acido asiatico (PA) e do extrato de Centella asiatica
preparado de acordo com o item 4.2.3.2 “Preparacao do padrao” e 4.2.3.3
“Preparagao das amostras” de modo a comprovar que a resposta analitica
provém do acido asiatico.

Foi obtido também o cromatograma para os brancos B1, B2 e B3 (item 4.2.3.4)
de modo a detectar possiveis interferentes das diferentes matrizes.

4.2.3.6. Linearidade: Curva de calibragdo

Para verificagao da linearidade foram preparadas seis solugoes metandlicas do
padrdo PA com um teor de 2 a 25 ug/ml preparadas a partir da solugao padrao
acido asiatico (PA) descrita no item 4.2.3.2.
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As solugbes preparadas foram injetadas no cromatografo liquido de alta
eficiéncia em duplicata para obten¢ao da reta de calibragao.

A preparacao das solu¢cbes do padrdo a partir do padrao de referéncia acido

asiatico 1mg/ml, esta descrita na tabela a seguir:

Tabela 4.2.9 Preparagdo das solugdes padrao para construcéo da reta de calibragio a
partir da solugéo PA.

Volume do

Volume final Concentragdo final
Padrio padrdo PA
(uL) (mi) (ug/ ml)

PA1 20 10 2

PA2 50 10 5

PA3 100 10 10

PA4 150 10 15

PAS 200 10 20

PAG6 250 10 25

4.2.3.7. Limites de detecgdo e quantificagao.

Para a determinagio dos limites de detecgdo foram utilizadas as solugdes
padrio PA1, PA2, PA3, PA4, PAS5, PA6 preparadas em duplicata. As amostras
foram injetadas no Cromatografo e determinou-se o teor de acido asiatico para
cada amostra, chegando ao valor médio a partir do qual foi possivel calcular o
desvio padrao e o coeficiente de variagdo para a obteng&o dos limites conforme
as férmulas a seguir:
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LD = Desvio padrio médio/ Inclinagédo da curva de calibragio x 3,3

LQ = Desvio padrido médio / Inclinagdo da curva de calibragio x 10

LD = Limite de detecgdo
LQ = Limite de quantificacao

4.2.3.8. Precisio e Exatiddo.

Para a avaliagdo da precisdo do método foram utilizadas amostras de padriao
PA1, PA3 e PAS contendo 2, 10 e 20 pg/ml respectivamente em trés réplicas
cada uma como recomendado pela ICH [UsP XxXvI].

De acordo com a USP XXVI a precisao € expressa matematicamente pela
percentagem do coeficiente de variagao (%CV) ou desvio padriao reilativo

calculado pela equagao descrita a seguir:

%CV = ( desvio padrdo / média ) x 100

A exatiddo esta relacionada com a variagao entre o valor obtido apés a analise
e o valor real da amostra. Com esta finalidade foram analisadas solugdes
hidroglicélicas acrescentadas de 10ml do padrao PA1 e PA5 e a emulsao
branco B2 acrescentada de 10ml do padrao PA. Foi realizada a extragao e
quantificacio e calculada a exatidao pela férmula a seguir.

E = valor obtido/ valor real x 100

Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4.2.4. Estudos de pré-formulagao

Nesta fase do projeto que foi determinado:
- Sitio de agéo e de acordo com ele se o produto desenvolvido sera para
uso tépico ou transdemmico.

1

As caracteristicas fisico-quimicas das substancias ativas presentes no
extrato: saponinas triterpénicas.

A padronizagdo do extrato e a otimizagdo do processo de produgio
deste.

Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para o controle de
qualidade do p9d, extrato e formulagoes desenvolvidas.

Determinagéo do teor de saponinas triterpénicas no pé e no extrato que
sera incorporado nas formulagdes

Escolha da forma farmacéutica a ser desenvolvida

Foram realizados ensaios de solubilidade da fragao de triterpenos totais de
Centella asidtica em alguns solventes famnaceéuticos utilizados durante o
desenvolvimento da formulagdo e solventes utilizados durante a quantificacao,
extracdo e estudos de liberagao. A solubilidade da fragao foi detemminada pelo
método de saturacgdo utilizando 20mg do padrao acido asiatico.[REMINGTON].

Os solventes nos quais verificou-se a solubilidade da fragao foram:
Acetonitrila, Agua, Alcool etilico, Alcool metilico, Oleo mineral,
Propilenoglicol, Tampao fosfato pH 7 4.
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Uma vez identificado o problema, o objetivo do experimento pode ser
determinado. E através deste objetivo que o método estatistico que sera
aplicado pode ser escolhido.

4.2.5.2. Objetivos do experimento e identificacdo das variaveis.

O modelo do processo foi estabelecido nesta fase através de um diagrama do
tipo caixa preta ou “black Box process model’ como mostra a figura 4.2.1

determinando assim o0s fatores e os co-fatores do processo.[ www.ITL NIST.Gov,
2003].

Co - fatores

Equipamento

Operadores
Diferentes lotes de solvente
Fatores Respostas
discretos
Agitagao Teor
»| Preparacao do extrato de >
Tempo de .
maceragio Centella asiatica por pH
Solvente de - maceragéo
extragao Viscosidade
I continuos I I
Temperatura
Umidade

Proporgao droga/ solvente extrator

Figura 4.2.1 Diagrama de caixa preta do processo de maceracdo cinética para
obtenciao do extrato de Centella asidtica, identificando os fatores, co-fatores e
respostas que influenciam o processo.
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O objetivo proposto foi: Determinar as melhores condigdes para a obten¢io de
um extrato glicolico de Cenfella asiatica com teor de ativos e caracteristicas
otimizadas.

Os fatores que serdo avaliados sao:
- Tempo de maceragao
- Velocidade de agitagao
- Proporgao de propilenoglicol no solvente extrator.

Os co-fatores foram mantidos fixos. Assim foi utiizado o p6é da droga
previamente caracterizado e com a mesma tenuidade, o mesmo Ilote de
propilenoglicol na preparagdo do liquido extrator, a temperatura foi mantida
constante em 25°.C, manteve-se a mesma proporgao droga/ soivente extrator e
foi utilizado o mesmo equipamento para agitagao.

4.2.5.3. Delineamento e implementacdo do planejamento
experimental.

Foi aplicado o planejamento fatorial em dois niveis para trés fatores que foram
considerados como sendo os principais no processo de maceragao.

Planejamento fatorial para trés fatores em dois

niveis: 2°

Uma vez determinado o método estatistico a ser aplicado foram determinados
os limites ou nivel superior e inferior para cada fator. Estes niveis foram fixados
baseados em dados experimentais e na literatura e estdo apresentados na
tabela 4.2.10.
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Tabela 4.2.10 Niveis dos fatores que serao avaliados durante o processo de
otimizagao da obten¢ao do extrato de Centella asiatica.

Fator Nivel inferior Nivel superior Nivel central

A: Propilenoglicol no 40% 80% 60%
Solvente

B: Tempode 3 horas 6 horas 3.5
maceragao

C: Velocidade de 20 pm 60 rpm 40 rpm
Agitacao

Uma vez fixados os niveis dos fatores a serem avaliados foi gerada a matriz do
experimento através do “soffware” Statistica ® pelo método fatorial 2°. No
planejamento foi prevista a realizagéo dos ensaios em duplicata para poder
estimar o erro experimental e assim avaliar a significancia estatistica dos efeitos
e a adigdo de dois pontos centrais para uma melhor avaliagéo da superficie de
respostas. Portanto foi planejada a realizag8o de 18 experimentos. A matriz do
experimento realizado, apresentada na ordem padrao esta na tabela 4.2.11.

Para a implementagdo do projeto os experimentos foram realizados de forma
aleatdria de modo a nao invalidar o planejamento estatistico e evitar erros
devido a fatores estranhos [www.rmL.NnisT.Gov].

Os extratos foram preparados pesando-se exatamente 1g de pé de Centella
asidtica previamente caracterizado, em Erenmeyer e adicionando 100ml do
liquido extrator. A temperatura foi mantida constante em 25°.C +/- 2°C. Uma vez
prontos os extratos foram filtrados e acondicionados em vidro ambar.
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Tabela 4.2.11 Matriz do planejamento fatorial do tipo 2° para otimizagdo da
preparagao do extrato de Centella asiadtica por maceragdo cinética. Os dados
apresentados se encontram na ordem padronizada.

Fator A: Fator B: Fator C:
Propilenoglicol no Tempo de Velocidade de
Ensaio solvente maceragio agitacio

(%) (horas) (rpm)

E1 80 3 20

= 40 3 20

E3 80 6 20

=4 40 6 20

ES 80 3 60

= 40 3 60

E7 80 6 60

= 40 6 60

E9 60 45 40

E10 80 3 20

E11 40 3 20

E12 80 6 20

E13 40 6 20

E14 80 3 60

E15 40 3 60

E16 80 6 60

E17 40 6 60

E18 60 45 40

A tabela 4.2.12 apresentada a seguir mostra a matriz do experimento
organizada de forma aleatéria para sua implementagao.
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Tabela 4.2.12 Matriz do planejamento fatorial do tipo 2° para otimizagéo da produgao
de extrato de Cenfella asiatica apresentado na ordem aleatéria para sua
implementagéo.

Ensaio Fatores
Fator A: Fator B: Fator C:
?el;dl?zr:gt;i dos Solugdo de Tempo de Ve!ocidade de
ensaios Propitenoglicol maceragdo agitagdo
) (horas) (rpm)

E16 80 6.0 60
E17 60 45 35
E3 40 6.0 1.0
E4 80 6.0 1.0
E7 40 6.0 6.0
E6 80 3.0 6.0
E1 40 30 1.0
ES 40 30 6.0
E2 80 30 1.0
ES8 80 6.0 6.0
£18 60 45 35
E11 40 6.0 1.0
E12 80 6.0 1.0
E15 40 6.0 6.0
E14 8¢ 30 6.0
E9 40 3.0 ' 1.0
E13 40 30 6.0

E10 80 3.0 1.0
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4.2.5.4. Respostas ou variaveis dependentes
Os extratos foram avaliados em termos de verificar sua aparéncia visual, pH,
viscosidade, comportamento reoldgico e teor de ac. asiatico.
Caracteres organolépticos

Foi avaliada a colorag&o dos extratos hidroglicdlicos 24h apds o seu preparo.

PH e Viscosidade

Para a determinacido do pH 100m! do extrato foram colocados em Becker e as
medidas foram realizadas apos calibragdo do pHgometro.

Para determinagdo da viscosidade 100ml do extrato foram colocados em
Becker e a viscosidade foi medida em viscosimetro Quimis a 23°.C utilizando o
rotor 3.

Comportamento reolégico

Foi avaliado o comportamento reoldgico do extrato colocando-se 100ml em
Becker e realizando as medidas de viscosidade em diferentes velocidades
(rpm) em viscosimetro marca Quimis com o rotor (spindle) No.3.

Foram calculados entdao a velocidade de cisalhamento e a forgca de
cisalhamento a partir das medidas experimentais de viscosidade. Com estes
dados foi construindo entdo o reograma do extrato.

Determninagdo do teor de acido asiatico

A quantificagio foi realizada utilizando o método por Cromatografia liquida de
alta eficiéncia. As amostras foram preparadas como descrito no item 4.2.3.3.1 e
posteriormente quantificadas utilizando o sistema descrito no item 4.2.2
“Quantificacdo do acido asiatico”.
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4.2.5.5. Avaliagao dos resultados

Na avaliagao dos resultados foi aplicado o método de Yates [Borton, 2000). O
primeiro passo é colocar os resultados na ordem padrao, como mostra a tabela
42.8. Foram avaliadas as respostas citadas no item 4.2.5.4 utilizando o

software Statistica ®

, sendo que foram analisados os seguintes pontos para
cada uma das respostas:
- Os 3 efeitos prinCipais
o Efeito principal do fator A: Solugao hidroglicélica (solvente)
o Efeito principal do fator B: Tempo de maceragao
o Efeito principal do fator C: Velocidade de agitagao
- As 3 intera¢gdes de dois fatores
o Interagdo dos fatores AB: interagao do solvente extrator e o tempo
de maceragao
o Interagdo dos fatores AC: Interagdo do solvente extrator e a
velocidade de agitagao
o Interagdo dos fatores BC: Interag&o do tempo de maceragéo e a
- Uma interagio de trés fatores:
o Interagdo ABC: Solvente extrator com tempo de maceragéo e

velocidade de agitagao
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As emulsbes foram acondicionadas em frascos de polipropileno e foram
deixadas em repouso por 48 horas antes de serem avaliadas.

4.2.7. Avaliacao das formulagoes

As formulagbes preparadas foram avaliadas em relagdo a seu aspecto
macroscopico, pH, estabiidade apés centrifugacdo, condutividade,
comportamento reolégico, liberagao de ativos “in vitro” e estabilidade acelerada.

4.2.7.1. Avaliagao macroscopica.

As emulsdes foram avaliadas em relagao a suas caracteristicas organolépticas
por observacao visual. Foi avaliado:

- Aparéncia: Consistente ou semi-sélida (creme) ou fluida (logao)

- Brilho: com britho ou sem britho

- Homogeneidade: uniforme ou com granulos ou grumos

- Separagao das fases

- Presencga de exudato

4.2.7.2. Determinagao do pH

A determinagdo do pH foi realizada apds diluigdo das formulagdes em agua
destilada em uma proporgao de 1:10, de acordo com Seiller et.al. [SELLLER,
MarTvl, 1996]. As medidas foram realizadas em duplicata a 25°C.



Métodos 123

4.2.7.3. Determinac¢do do tipo de emulsio

O tipo de emuls&o foi determinado utilizando uma solugédo de azul de malaquita
a 1% para determinagdo das emulsbes Obleo/dgua e sudan [if para a
determminacgao das emulsdes agua/ dleo.

Foi pesado 2g da emulsao e foram adicionadas 2 gotas de corante verificando-
se a reparticio homogénea ou heterogénea do corante apés adicdo na
superficie da emulsdo em fung¢do da sua solubilidade na fase continua ou
dispersa. Também verificou-se a molhabilidade em papel filtro comparando com
uma emuisdo agua/6leo [SEILLER, MARTINI, 1996].

4.2.7.4. Determinac¢ao da condutividade.

A medida da condutividade é uma forma de determinar o tipo de emulséo
formada e é proporcional ao volume de fase aquosa da preparagao. [SALAGER,
2000].

A condutividade das emulsoes foi medida diluindo estas em uma proporgao de
1:10 em solucao salina a 0,09% de modo a aumentar a sensibilidade do método
por estarmos lidando com tensoativo do tipo no ibnico.

As emulsbes foram cuidadosamente misturadas até completa homogeneidade
da dispersao e a continuagao realizou-se a medida da condutividade.

4.2.7.5. Comportamento reolégico das formulag¢des.

Os reogramas das formulagdes (velocidade de cisalhamento vs. Forga de
cisalhamento) foram obtidos de modo a fomecer parametros para caracterizar o
fluxo, perfil estrutural e aplicabilidade da formulagdo proposta. Foi construido
também o grafico de velocidade de log velocidade de cisalhamento vs. Log de
Viscosidade de modo a confirnar o tipo de fluxo que a formulagao apresenta.
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alteragdo macroscdpica, foi medido o pH e a condutividade das emulsées no
inicio e fim do estudo.

Estabilidade acelerada

As amostras foram submetidas a condigdes estressantes de temperatura
durante 30 dias, de acordo com as caracteristicas descritas abaixo:

1. Luz solar a temperatura ambiente

2. Estufaa 40°.C +/-3°C

Foram avaliadas as caracteristicas macroscépicas 48 horas apés a preparagio
das emulsdes e apoés 15 e 30 dias.

4.2.8. Estudos de liberagao in vitro

Aquelas formulacdes que apresentaram melhores caracteristicas de
estabilidade foram submetidas a ensaios para liberagdo de acido asiatico “in
vitro” utilizando célula de Franz modificada (figura 4.2.2), utilizando membrana
sintética de acetato de celulose. As condigdes do ensaio estdo descritas na
tabela a seguir:

Tabela 4.2.14 Condigbes para a realizagao dos ensaios de liberagao “in vitro”

Caracteristicas
Célula de Franz modificada 15mm (diametrox 80mm (altura). Capacidade 15ml
Meio receptor Solugdo tampao fosfato 0,2M pH 7 4.
Membrana Acetato de celulose 0,03mm de espessura..
Aplicagao da amostra Aproximadamente 1g
Tempos de andlise (min.) 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120

Banho termostatizado 3z2°c
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4.2.8.1. Preparagdo da membrana de acetato de Celulose

A membrana de acetato de celulose foi cortada em circulos de
aproximadamente 1,5 cms. de didmetro e foi imersa em solugao tampao fostato
PH 7.4 por 6 horas, substituindo-se entdo a solugdo de lavagem e
permanecendo imersa por aprox. 24 horas.

4.2.8.2. Preparagao da célula de Franz

O primeiro passo foi preparar o banho Maria mantendo a temperatura em 32°.C
+/-3°.C

As células de Franz modificadas foram preparadas colocando em cada uma
delas um dos circulos de membrana de acetato de celulose previamente
tratados entre dois circulos de silicone que ao serem presos por pingas
separam os compartimentos doador e receptor. O compartimento doador foi
vedado com Parafilm™.

A seguir foi colocado 15ml de solugdo tampao fosfato pH 7,4 previamente
degaseificado, verificando que a solugao receptora esteja em contato com a
membrana. O sistema foi mantido sob agitagao constante, padronizando a

velocidade de agitagao.

As células permaneceram neste sistema por 4 horas para estabilizagdo do

sistema.

4.2.8.3. Realizagdo do ensaio de liberagdo “in vitro”

Apés o periodo de 4 horas a solugdo receptora foi desprezada, colocando-se
uma nova quantidade (15ml) no compartimento recepto: de cada uma das
células verificando-se que 6 meio receptor esteja em contato com a membrana.
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A seguir foi colocada aproximadamente 1g da fommulagéo testada no
compartimento doador, este foi considerado o tempo zero.

Aliquotas de 5ml foram retiradas do meio receptor em intervalos de tempo pré-
estabelecidos e o volume foi reposto por solugdo tampéo fosfato. Os tempos de

quantificagao das amostras foram: 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min €120
min.

As amostras colhidas foram guardadas em freezer a aprox. —5°.C para sua
posterior quantificagdo por Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4284. Avaliagao do resultado e calculo dos parametros de
difusdo
Cada um dos experimentos foi realizado em duplicata. Para cada formulagao
foi construido o grafico do perfil de liberagao da droga através dos valores de
quantidade liberada por area (pg/cm?) em fungdo do tempo (min).

Para se detemminar a quantidade de acido asiatico liberado da formulagao para
0 meio receptor foi muitiplicada a concentragdo obtida na quantificagao por
CLAE, em pg/ml, pelo volume da solugédo receptora (neste caso 15ml) e foi
dividida pela area da membrana em cm? (neste caso 3,3 cmz)

M = Ccrae X Vreceptor./ @rea membrana

Onde:

m = quantidade total de farmaco liberado da emulsdo para o meio receptor.
Ccuae = quantidade obtida no doseamento por CLAE.

A partir da primeira coleta devem ser realizados calculos para comregdo da
quantidade de acido asiatico pois a solugao receptora é diluida a cada coleta.
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Os calculos de diluigdo foram realizados de acordo com 0 esquema abaixo para
os tempos 0, 15 e 30 min. seguindo da mesma forma para tempos posteriores.
Mo = Co Vreceptor

M1s = Ci5+ CoV coleta

Map = Czo+ C15 V coleta

Onde:
Mo ,M1s ,M30. quantidade total de acido asiatico permeado nos tempos ), 15 min.
e 30 min.

Co, C1s5,C30: Concentragdes de acido asiatico em pg/mi quantificadas por CLAE
nos tempos 0, 15 e 30 minutos.

Vieceptor - 15m

Veoleta: Smi

Os dados da permeacao do famaco foram utilizados para realizar os célculos
de fluxo e coeficiente de pemmeabilidade, tempo de laténcia e coeficiente de
difuss&o como descrito a seguir; [SHaH, 1993] BARRY, [1983].

Fluxo (J): Velocidade de permeacgdo através da membrana.(inclinagdo da
porcao linear da curva de liberagao).
J (ng/ cm? x h) = coeficiente angular da equagéo da reta

Coeficiente de permeabilidade (P)

P (cm/ h) = J/IC onde C = oncentragdo do farmaco no compartimento doador

Tempo de laténcia (lag time)
Thg (h) = -bla
Sendo que b = coeficiente linear
A = coeficiente angular

Coeficiente de difusséo (D)
D (cm%h) = €% 6 Tiag. Onde e = espessura da membrana.
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4.2.9. Otimizagao das emulsoées.

Todas as formulagdes sao por definigdo misturas, e para pesquisar os efeitos
das diferentes propor¢cdes de componentes devemos utilizar planejamento ou
projetos experimentais. [CORNELL, 1990]

4.2.9.1. Identificagdo do problema

A incorporaggo de ativos nas emulsdes provoca algumas mudangas na
estabilidade e comportamento. Este problema se intensifica ac trabalharmos
com extratos vegetais, pois eles contém uma gama imensa de componentes.
No caso da Centella asidtica, as substancias consideradas responsaveis pela
atividade faémacolégica pertencem ao grupo das saponinas substancias que
poderao aumentar ou diminuir a estabilidade do sistema.

Sendo assim identificamos os seguintes problemas no desenvolvimento desta
formulagéo:

- Qual é a proporgcao dos componentes da emulsdo mais adequada para a
obtengdo de um produto com qualidade, estavel e de boa aparéncia
quando incorporado 10% de extrato glicdlico de Centella asiatica.

4.29.2. Objetivos do experimento e identificagdao das variaveis.

O objetivo principal é otimizar a emulsao nao idbnica contendo extrato glicélico

de Centella asiatica em uma propor¢io de 10%.

Assim como na otimizagdo do extrato um diagrama de “caixa preta” ajuda a
compreender melhor o processo. Os fatores sao agora os componentes da
emulsdo que variam dentro de uma faixa de concentragdo pre-determinada, os
co-fatores poderao ser continuos como 0s outros componentes da emulsdo que
serdao mantidos fixos, por exemplo, o conservante e co-fatores discretos como o
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método de produgdo da emulsido e equipamentos. As respostas sdo as
variaveis que serao medidas e analisadas.

Co-fatores

Conservante Respostas

Extrato de Cenfella asiatica

S "

— Tipo de emulsdo
Emulsdo ndo idnica de

Fase oleosa o Condutividade
Centella asiatica

Fatores

Fase aquosa

v

Reologia
Estabilidade

T , T T Liberagao “in vitro”

Método de produgao

EE——

v

Tensoativo

Equipamentos

Figura 4.2.3 Diagrama de caixa preta para o estudo de otimizagdo da emulsiao de
Centella asiatica identificando os fatores, os co-fatores e as respostas que serado
analisadas.

Uma vez identificados os fatores devem ser estabelecidos os limites ou
restrigdes que o sistema ird apresentar. Para este estudo consideramos que a
faixa de uso do tensoativo que permite obter uma fase continua, sendo esta

uma das restrigdes do sistema.

O dominio experimental de uma mistura de trés componentes estd descrito
dentro de um triangulo equilatero. O componente A que fica no vértice inferior
esquerdo do triangulo comresponde & fase aquosa (fator A), o vértice inferior
direito (fator B)ao tensoativo e o vértice superior ou fator C a fase oleosa. A
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tabela a seguir identifica os fatores ou variaveis do processo, os componentes
que permaneceram fixos ou co-fatores e os limites em que serao estudados.

Tabela 4.2.15 Componentes da emulsao nao idnica de Centella asiatica, mostrando a
funcado e as faixas de concentracio dos fatores para proporcionar uma fase continua
adequada para otimizagao.

Fator Fungao Componente Limites
A Fase aquosa Agua destilada > 40%

' (componente polar)
B Emulsificante Polawax " 5a30%
C Fase oleosa Vaselina liquida 5a30%

(componente apolar)

Fixo Conservante Phenonip } 0,8%
(co-fator)
Fixo Ativo Extrato de Centella 10%
(co-fator) asiatica

O conservante e o extrato de Centella asidtica sao incorporados a fase aquosa,
considerando portanto estes dois componentes como fazendo parte da fase

aquosa, tendo assim para termos de estudo uma mistura de 100%

4.2.9.3. Delineamento do estudo para emulsdo ndo idnica

contendo extrato de centella.

Na tabela 4.2.15 foram estabelecidos os fatores que serao estudados e seus
limites assim como os componentes da emulsao que serao mantidos fixos. Nao

foram utilizados corantes, perfumes ou outros aditivos.

Trata-se de um estudo de mistura com restrigbes ja que cada um dos
componentes esta restrito a uma faixa de concentragdo de modo a apresentar
continuidade.
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As restrigdes do sistema apresentadas na tabela 4.2.15 podem ser
representadas da seguinte forma:

0.05 =< CtensoativoS 0!3
0,05 < Cbleo < 013
0,4 < Cagua

A emulsdo que esta sendo otimizada tem 3 componentes (fase aquosa, fase
oleosa e tensoativo).
O planejamento do experimento para obtengdo da matriz apresenta os
seguintes pontos:
- Tipo de projeto: Mistura com restricbes
- Mistura de trés componentes (tridngulo equilatero)
- Uma réplica por ensaio
- Adigao de um ponto central por bloco
- Nudmero total de ensaios: 16
- Possiveis modelos matematicos a ser aplicados:
1. quadrético
2. culbico

3. cubico especial

Quando procura-se um 6timo é importante identificar a relagdo entre os fatores
e as respostas. Isto pode ser realizado através de uma superficie de respostas,
no caso de uma emulsao, seria um diagrama trifasico [Puan-Tan-Luu, 1996]. Sendo
assim a avaliagao da superficie de resposta sera realizada através do diagrama

trifasico.

A matriz do planejamento foi gerada utifizando o software Statistica® e esta
apresentada na sua forma padrao na tabela a seguir:
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4.29.4.

Implementagdo do planejamento

135

Para a implementagdo do projeto a matriz do experimento foi organizada de

forma aleatéria. As formulagdes foram preparadas seguindo o método descrito
no item 4.2.7.1 “Preparagdo das emulsdes”. Foram preparadas 200g de cada

uma das emulsdes F1 a F16 seguindo a ordem aleatdria da tabela 4.2.17..

Tabela 4.2.17 Matriz do experimento para otimizagdo da emulsdo de Centella asiatica
em ordem aleatdria para sua implementagao.

Ordem Fator A: Fator B: Fator C:
Ordem Padrio

randomizada Fase aquosa Tensoativo Fase oleosa
1 F4 0.650 0.050 0.300

2 F7 0.775 0.175 0.050

3 F14 0.525 0.300 0.175

4 Fé 0.525 0.300 0.175

5 F12 0.650 0.050 0.300

6 F11 0.650 0.300 0.050

7 F13 0.775 0.050 0.175

8 F3 0.650 0.300 0.050

9 F1 0.900 0.050 0.050
10 F8 0.525 0.175 0.300

11 F15 0.775 0.175 0.050
12 F10 0.400 0.300 0.300
13 F5 0.775 0.050 0.175
14 F16 0.525 0.175 0.300
15 F2 0.400 0.300 0.300
16 F9 0.900 0.050 0.050
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4.2.9.5. Avaliagao das respostas.

Para avaliagao das respostas foi utilizado o software Statistica®. Para cada uma
das respostas foi possivel avaliar a superficie de resposta dentro do diagrama

ternario.

Inicialmente o modelo foi avaliado pela analise da varianga para ajuste dos
modelos quadratico, cubico ou cubico especial. [Barros NETO, 2002]

Uma vez ajustado o modelo para cada diagrama termario foi obtida uma
equacgao para predigao de resultados, desta forma pode-se calcular a resposta

para qualquer combinagao de fatores dentro da area em estudo [Starsort, 2003]

Os ensaios de avaliagdo das formulagdes foram realizados 48 horas apds a

preparagao das emulsdes.

As respostas para avaliagao da superficie de resposta foram:
- Estabilidade
- Observagao macroscopica
- Tipo de emulsao
- Condutividade.
- pH
- Reologia
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5.1. CARACTERIZAGAO DA DROGA

O po apresenta-se homogéneo, com aroma caracteristico, de coloragio amareia
esverdeada, é leve e aparentemente néo higroscopico.

51.1. Tenuidade do pa.

O ensaio foi realizado com 20g de p6, obtendo-se os resultados descritos na
tabela a seguir.

Tabela 5.1.1 Tenuidade do p6 de Centella asi4tica.

Tamis Quantidade de pd retido Percentagem (%)
pelo tamis
Tamis 45 ABNT 2,113 10,56%
(350pm)
Tamis 60 ABNT 0,359 1,80%
(250pm)
Tamis 70 ABNT 1,928 0,96%
(210pm)
Tamis 80 ABNT 1,980 0,96%
(180um)
Tamis 100 ABNT 2,480 1,24%
{(150pm)
Tamis 120 ABNT 1,590 0,79%
(125um)
6,928 34.64%

De acordo com os resultados da tabela podemos classificar o p6 de Centella
asiatica utilizado no estudo como pé moderadamente fino pois 100% do po6 é
menor que 355um e 35,43% do pd € menor que 180pm.
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5.1.2. Triagem fitoquimica e teor de cinzas

Os ensaios da triagem foram realizados em duplicata, os resultados estao

apresentados na tabela a seguir:

Tabela 5.12 Resultados da abordagem fitoquimica do pé de Centella asiatica L. (Urban)

e do teor de cinzas.

Determinagio de: Ensaio Realizado Resutitado
Fl avondides Reagéo de Shinoda Positivo
Cloreto de aluminio Positivo
Cloreto fémico Parcial
Hidroxido de sédio Positivo
Taninos Cloreto femico Positivo
Sol. aquosa de alcaldide Positivo
Hemoagiutinagao Negativo
Saponinas Formagao de espuma Positivo
Poder hemolitico Parcial
Reagao de Lieberman — Positivo (coloragao
Bouchard indeterminada)
Alcaléides Mayer Negativo
Dragendorf Negativo
Bouchard Negativo
Oleos essenciais Microssublimagao Positivo
Teor de cinzas 11%

Os resultados da triagem acusam presenga de flavondides, provavelmente
seriam do tipo flavondis, flavanonas e/ ou xantonas, taninos, saponinas do tipo

esteroidais e triterpenos pentaciclicos, e éleos essenciais.
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5.1.3. Cromatografia em camada delgada.

A tabela 5.1.3 mostra os resultados do perfil cromatografico em camada delgada
utilizando os trés sistemas solventes descritos na tabela 4.2.6. e os dois
reveladores: anisaldeido sulfurico e reagente de Liebermann Buchard.

No cromatograma desenvolvido utilizando a fase mével 3, cloroférmio, metanol,
agua (65:35:10), Quando revelado com o reagente de Liebermann Buchard nao
foi possivel visualizar nenhuma mancha no cromatograma. Este também foi o
sistema que demorou um tempo maior para seu desenvolvimento, 40 minutos.

A amostra foi a solugdo metandlica do pé e os padrdes foram a solugao
metandlica da fragcdo de ‘triterpenos totais de Centella asiatica” e o acido
asiatico comao descrito no item 4.2.1.3 “Cromatografia em camada delgada” e na
tabela 4.2.7 '

Quando o revelador foi anisaldeido sulfurico as manchas comrespondentes as
saponinas triterpénicas apresentaram coloragéo violeta intenso que foi mudando
para mamrom com o decorrer do tempo, os cromatogramas revelados com
Reagente de Liebermann Buchard apresentaram manchas de coloragdo marrom

claro ou laranja ciaro.

O revelador que se mostrou mais adequado & visualizagdo das saponinas

triterpenicas da Centella asitica foi o anisaldeido sulftrico.
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Tabela 5.1.3 Perfil cromatogréfico de Cenfella asiatica obtido utilizando os trés sistemas
solventes experimentados e os dois tipos de revelador para saponinas.

Sistema  Acido asiatico (Rf) Fragiao triterpénica de Extrato metandlico
solvente Centella asiatica (Rf) de Centella asiatica
Rev. 1 Rev. 2 Rev. 1 Rev. 2 Rev. 1 Rev. 2
- - 0,2 0,15 0,2 0,15
-
£ — — 0,3 0,3 0,3 0,28
[
-cg 0.9 0,9 0,95 0,9 0,95 0,95
—_— _— _— — 0,07 —
™~
£ . _ 0,18 0.2 0,18 0,21
@
& 0,94 0,94 0,94 0,91 0,92 0,92
) 0,86 0,85
©
8 0,96 0,96 0,96
()
>

Rev.1: Revelador Anisaldeido sulfiirico
Rev.2: Revelador Reagente de Liebermann Buchard

Sistema 1: Cloroférmio/ acido acético glaciall metanol/ agua (60:32:12:8)
Sistema 2: Acetato de etila/ metanol/ agua (100:14:10)
Sistema 3: Cloroférmio/ metanol/ agua (65:35:10)
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5.2. QUANTIFICACAO DO ACIDO ASIATICO POR CLAE

Vanas concentragbes de Acetonitrila foram testadas sendo que a fase mével
que contém 60% mostrou ser a mais adequada a separac¢ao e quantificagao do
acido asiatico, o pH foi acertado utilizando acido fosférico 0,05% como descrito
por Gunther e Wagner [Gunter, WaGNER. 1996] Obtendo-se um sistema solvente
com pH 2,8,

5.2.1. VALIDAGAO DO METODO ANALITICO

O método analitico foi validado realizando os ensaios descritos em métodos
423

5.2.1.1. Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da obtengdo do cromatograma
do padrao de referéncia acido asiatico e do extrato glicélico e como mostram as
figuras 5.3.1 e 5.3.2 respectivamente utilizando método isocratico em fase

reversa como descrito na tabela 4.2.8.

Na figura 5.3.3 observa-se o cromatograma dos “Triterpenos totais de Centella
asidtica” obtido utilizando uma solugdo metandlica de 1mg/mi por CLAE,
método isocratico, utilizando o sistema descrito na tabela 4.2.8. O mesmo
sistema também foi utilizado para obter os cromatogramas dos brancos B1, B2
e B3 mostrando ndo haver interferéncia das matrizes na quantificagao por este -’

método.

O acido asiatico apresentou um tempo de retengao de 6,43 min. nas condi¢cdes
do ensaio, CLAE em fase reversa, método isocratico, comprimento de onda
206nm, fluxo 1ml/min., pressao aprox. 96Mpa, temperatura do fomo 35°,C.
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Figura 5.2.4 Reta de calibragdo para o Aciqo asiatico por CLAE em fase reversa,
sistema isocratico, fase movel: Acetonitrila/ Acido fosforico (60:40) fluxo 1ml/min., A
206nm.

5.2.1.3. Limites de detecg¢ao e quantificagio

Os limites de detecgao e quantificagdo foram determinados como descritos em
meétodos item 4.2.3.7. O limite de detecgdo permmite a diferenciagao entre o pico
da substancia que esta sendo analisada, neste caso 4cido asiatico, e o ruido da

linha de base.

O limite de detecgdo para o método € de 0,06pg/ml e o limite de quantificagdo é

de 0,19u,g como pode ser observado na tabela 5.3.2.

5.21.4. Precisio e exatidao

A precisdo é avaliada através do coeficiente de variagdo, foi analisado o
coeficiente de variagdo intradia (%CV), obtendo-se um valor de 2,10% como

pode ser observado na tabela 5.3.2.
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Os ensaios de recuperagio do 4cido asiatico a partir da solugao hidroglicélica
apresentaram um valor de 102%, os ensaios de recuperagdo a partir da
emulsao de Cenftella asidtica apresentaram um valor de 99,2%. A tabela 5.3.1
apresenta os resultados da recuperagao

Tabela 5.3.1 Ensaio de recuperagéio a partir das solugdes hidroglicélicas de acido
asiatico e da emulsio

Amostra .Concentracdo de Recuperagdo do
‘ Ac. Asidtico obtido dcido asidtico

Sol. Hidroglicdlica B1 adicionada de 2ug 2,1 +/- 0,05 105%%

de ac. asiatico

Sol. Hidroglicolica B1 adicionada de 9,95+/-0,5 99%

10ng de acido asiatico
Emulsdo ndo idnica B2 adicionada de 990 99%

1000pug de acido asiatico

Tabela 5.3.2 Parametros de validagido do método analitico para quantificagao do acido
asiatico.

Parametro Valor

Equacgao da reta
y = 0,000109743x — 2,30237

R? 0,999092

Limite de detecgao 0,06ug/ml

Limite de quantificagéo 0,19ug/mi

Precisao (%CV) 21%

Exatidao 99,9% (solugdo hidroglicdlica) e

98,8% (emulsdo n&o idnica)
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§.3. ESTUDOS DE PRE - FORMULAGAO

Antes de iniciar a formulagdo de um produto alguns pontos precisam
ser esclarecidos através de revisao bibliografica ou por ensaios prévios

como descrito na tabela 5.3.1:

Tabela 5.3.1 Pontos cujo conhecimento é importante antes do

desenvolvimento da emulsao de Centella asiatica.

Substancias ativas presentes no | Saponinas triterpénicas: ]

extrato de Centella asidtica Asiaticosideo, Acido Asiatico e Ac.
Madecassico.

Outras substancias importantes Flavondides: Quercetina e
Kaempferol.

Sitio de agéo Na pele ao nivel da deme:
Fibroblastos

Acdo terapéutica Estimulo a sintese de colageno.

Tipo de produto Creme para uso tépico

Dose apropriada Entre 5 a 10% do extrato

Metodologia analitica CLAE fase reversa

5.3.1. Solubilidade das saponinas triterpénicas de

Centella asiatica

Os resuftados dos ensaios de solubilidade da fragdo de saponinas
triterpénicas totais de Cenfella asidtica estdo descritos na tabela a

sequir e foram quantificados em termos de acido asiatico.
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§.4.1.1. Avaliagdo dos resultados para a resposta pH

Nas tabelas 5.4.2 e 5.4.3 é apresentada a analise estatistica quando a
resposta estudada é o pH do extrato hidroglicdlico. Pode-se observar
que o efeito da proporgao de propilenoglicol no solvente, a agitacéo e a

interagdo entre estes fatores apresentam significancia estatistica.

Estes efeitos principais apresentados na tabela 5.4.2 sdo faciimente
identificaveis quando apresentados em um diagrama de paretos (figura
5.4.1). A linha vermelha corresponde a p= 0,05 e mostra a significancia
dos fatores e o comprimento do bloco é proporcional ao efeito do fator

em analise.

A figura 5.4.2 mostra os resultados obtidos experimentalmente em

relacdo aos resultados prognosticados pelo modelo.

A figura 5.4.3 mostra a interagdo que da proporgio de propilenoglicol
no solvente extrator e a velocidade de agitagdo identificados no
diagrama de paretos como apresentando um efeito significativo sobre o
pH. Os diagramas avaliam esta interagdo nos dois tempos de
maceragdo estudados, 3 e 6 horas quando a proporgido de
propilenoglicol no solvente varia de 40 a 80% em uma agitagio de 20
ou 60rpm e quando a agitagdo varia de 20 a 60rpm com um solvente

extrator de propilenoglicol a 40 ou 80%.

A figura 5.4.4 mostra a superficie de respostas para o pH dentro da
area do estudo e a equagdo empirica criada pelo modelo estatistico

para predi¢ao de respostas.
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Tabela 5.4.2 Analise do tipo ANOVA para o resultado pH
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Fonte Soma dos d.f. Quadrado P
quadrados médio
x10* X 10*

A; Solvente 0,87025 1 0,87025 33,00632 0,000129
B: Tempo 0,11025 1 0,11025 41815  0,0865552
C: Agitagio 0,126025 1 0,126025 47.79801 0,000025
AB 0,000400 1 0,0004 0,15171 0,704342
AC 0,022500 1 0,0225 8,53367 0,013907
BC 0,03600 1 0,036 1,36539 0,267307
Efro 0,029003 11 0,002637
Soma dos 0,27957 17

quadrados total

R? = 0,89626; R* ( ajustados para graus de liberdade) = 0,83968; Quadrado
meédio residual: 0,0026366

Tabela 5.4.3 Coeficientes de regressao para o pH

Fator Valor sD t(11) P
Média/interc. 5,6989 0,170 33,474 0,000

A: Solvente 0,00818 0,0024 3,409 0,0058

B: tempo 0,012500 0,320 0,380 0,7

C: Agitagao 0,0123 0,002798 4,400 0,001062
AB - 0,000167 0,000428 -0,3895 0,7

AC - 0,00094 0,000032 -2,9212 0,013907
BC -0,000500 0,000428 -1,16850 0,2673

R*= 0,8926; R* adjustado 0,83968

As figuras a seguir mostram os resultados para o pH.
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5.4.1.2. Avaliagdo dos resultados para a viscosidade

Nas tabelas 5.4.3 a 5.4.4 sdo apresentados os resultados estatisticos

para a resposta viscosidade.

O diagrama de paretos da figura 54.6 mostra os fatores e as
interagdes que apresentam o efeito principal, quando a resposta sendo
avaliada é a viscosidade. A linha vermelha em p = 0,05 mostra os
efeitos estatisticamente significativos. Observa-se que todas as
interacbes afetam a resposta de forma significativa com exceg¢édo da
interac;éo entre a propor¢do de propilenoglicol no solvente e a
velocidade de agitacao.

A figura 5.4.7 mostra os resultados experimentalmente obtidos e os
resultados prognosticados pelo modelo estatistico quando a resposta

analisada é a viscosidade.

A figura 5.4.8 mostra a interagdo entre a Proporgdo de propilenoglicol
no solvente e o tempo de maceragdo. Quando utilizado propilenoglicol
a 40% acontece uma queda maior de viscosidade entre 3 e 6 horas de
maceragdo. Quando o solvente extrator & propilenoglicol a 80% a
queda de viscosidade é menor. Aumentando a agitagdo esta interagcdo
diminui. Se utilizarmos portanto uma agitagdo de 60rpm e o solvente
extrator for aumentando na sua proporgdo de propilenoglicol pode-se
observar no grafico que apds 3 ou 6 horas de maceragao a viscosidade

sera aproximadamente a mesma.

A figura 5.4.9 mostra a interagdo entre os fatores velocidade de
agitagdo e tempo de maceragio. Interagdo que segundo o diagrama de
paretos seria a mais importante. Pode-se observar que para uma
agitagdo de 20rpm acontece uma queda maior na viscosidade quando
o solvente extrator é propilenoglicol a 40% chegando porém a um valor
muito préximo daquele obtido utilizando propilenoglicol a 80%. Com
uma velocidade de agitagdo maior € um tempo de maceragdo de seis
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horas nao ha queda de viscosidade havendo inclusive um pequeno

incremento.

A figura 5.4.10 apresenta o diagrama de superficie de respostas
estimadas para a resposta viscosidade e a equagdo do modelo
estatistico para esta resposta. A avaliagdo das respostas no diagrama
de superficies permite escolher as condigdes adequadas a uma
viscosidade considerada “6tima” ou entdo predizer a viscosidade do

extrato nas condigbes consideradas adequadas pelo pesquisador.
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Tabela 5.4.4. Analise de ANOVA e coeficiente de regressdo para o fator

viscosidade
Fonte Somados d.f. Quadrado F Coef. De
quadrados médio Regressao
x10* X 10* X 10*
A; Solvente 2,5x10% 1 2x10° 0,00 0,99 -1,61875
B: Tempo 0,4225 1 0,4225 2,75 0,13 -26,7833
C: Agitacdo 0,0225 1 0,0225 0,15 0,72 -2415
AB 0,04 1 0,04 0,26 0,63 0,16666
AC 0,250 1 0,250 163 0,23 0,25
BC 0,065025 1 0,065025 042 054 1,7
Blocos 0,02722 1 0,02722 0,18 0,69
Erro total 1,63413 10 1,53413
Total (corr.) 2,3614 17
R?=350331 %
R? ( ajustados para graus de liberdade) = 0,00
Erro padrao da estimativa = 0,00391679
Erro absoluto da média = 0,00235986
Tabela 5.4.5 Analise de regressdo multipla para viscosidade
Parametro Estimado Erro padrdo T estatistico P
xX10%
Constante 0,00117625 0,422 2,78511 0,0146
Agitacao -0,00015 0,036 -0,405429 0,6913
Solvente 6,2 x107 0,0046 0,0135143 0,9894
Solvente -0,0010833 0,6166 -1,75686 0,1008




























Resultados 166

5.4.1.5. Teor de &cido asiatico

As tabelas 545 e 546 apresentam os calculos de ANOVA e
regressao linear para o teor de acido asiatico nos extratos de Centella
asiatica.

Na figura 5.4.13 pode-se observar o diagrama de paretos mostrando os
efeitos principais sobre o teor de acido asiatico no extrato de Centella

asiatica.

Na figura‘ 5.4.15 apresenta-se o diagrama dos valores observados e

valores prognosticados pelo sistema.

Na figura 5.4.16 observa-se a interagdo da proporgao de propilenoglicol
e o tempo de maceragio. Maiores teores de acido asiatico sao obtidos
quando o solvente extrator é propilenoglicol a 80% e em um tempo de

maceragao maior.

Na figura 5.4.17 Observamos a interagdo da propor¢édo de
propilenoglicol e velocidade de agitagao.

Na figura 5.4.18 apresenta-se a superficie de resposta para o teor de
acido asidtico levando em consideragdo os trés fatores: solvente
extrator (Proporgao de propilenoglicol), velocidade de agitagio e tempo

de maceragao mantendo a
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Tabela 5.5.6 Composigdo das formulagbes e comportamento reolégico
caracterizado através dos reogramas.

Formulagdo Comportamento Valor de
reolégico cedéncia
Fase Tensoativo | Fase Pa
aquosa oleosa
90% 5% 5% F1 Pseudo-plastico 0.005
F9 Pseudo-plastico 0.007
40% 30% 30% F2 Visco-plastico 0.56
F10  Viscosidade 0.85
estrutural
65% 30% 5% F3 Visco-plastico 0.05
F11 Visco-plastico 0.10
65% 5% 30% F4 Pseudo-plastico 0.00
F12 Pseudo-plastico 0.007
77.5% 5% 17.5% F5 Pseudo-plastico 0.002
F13 Pseudo-plastico 0.002
52.5% 0.3% 0.175 F6 Visco-plastico 0.300
' F14  Visco-plastico 0.200
775% (175%  |5% F7 Visco-plastico 0.230
F15 Visco-plastico 0.240
52.5% 17.5% 30% F8 Pseudo-plastico 0.035
F16 Pseudo-plastico 0.350

Observagio: O valor de cedéncia foi calculado pelo método de “Brookfield
yield value”

O tipo de comportamento reoldgico e o valor de cedéncia das emulsdes
foram avaliados em diagrama trifasico para avaliagdo da superficie de
resposta como mostram as figuras a seguir.
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5.5.2. Estabilidade fisica

Foram realizados dois tipos de estudos de estabilidade acelerada para
avaliagao da estabilidade fisica das formulagées: '

- Ciclo gela/ desgela

- Estabilidade acelerada (periodo de 30 dias)

Ciclo gela/ desgela

Apbds serem submetidas a quatro ciclos de gela/ desgela como descrito em
materiais e métodos. As formulagdes foram avaliadas observando-se o aspecto
macroscopico no inicio do estudo e no fim, a mudang¢a de pH e condutividade
das emulsdes. '

Em relagao ao aspecto macroscopico foi observada a homogeneidade da
formulagdo e se houve separagdo de fases, presenga de exudato, grumos ou
outra observagéio relevante.

Observou-se também que houve mudangas em relagdo a condutividade de
algumas emulsdes.

Apos este estudo algumas emulsbes apresentaram sinais de instabilidade
fisica, sendo estas formulagbes:

Na tabela a seguir apresenta-se as formulagdes e os resultados do estudo de
estabilidade que depois foi colocado em um diagrama trifasico para um estudo
inicial de estabilidade das formulagdes.
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Estabilidade fisica ap6s 30 dias

‘As emulsées que foram mantidas a temperatura ambiente e expostas a luz
solar ndo apresentaram mudangas macroscopicas a nao ser presen¢a de
goticulas de exudagdo nas emulsbes F1, F4, F5, F8, F10, F12 e F16,
denotando instabilidade fisica apesar de nao haver separagédo de fases.

Quando mantidas a 40°C as emulstes foram avaliadas em relagdo a sua
estabilidade fisica, sendo que no final do estudo observou-se se as formula¢gdes
apresentam algum sinal de instabilidade. O resultado ap6s 30 dias de estudo
esta descrito na tabela a seguir:

Tabela 5.5.10 Avaliagdo das emulsées apds 30 dias de armazenamento a 45°.C e a
temperatura ambiente (25°.C).

Formulagdo Apés 30 dias a 45°.C

F1 Exudato

F2 Exudato

F3 Sem alteracdo

F4 Separagao de fases
F5 Separagédo de fases
F6 Sem alteragao

F7 Sem alteragéo

F8 Separagao de fases
F9 Exudato

F10 - Exudato

F11 Sem alteragao

F12 Separagéo de fases
F13 Exudato

F14 Sem alteragio ‘
F15 Sem altera¢ao

F16 - Separagio de fases

Portanto quando a estabilidade foi avaliada em 30 dias a 45°.C as emulsdes

que permaneceram estaveis foram F3-F11, F6-F14 e F7-F15,
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5.5.3. Liberagdo in vitro

As emulsdes que se mantiveram estaveis apds os testes de estabilidade foram
submetidas a ensaio de liberagao “in vitro” utilizando membrana de acetato de
celulose. O perfil de liberagdo das emulsdes esta apresentado na figura 5.5.21.

A tabela a seguir mostra as quantidades de acido asiatico liberadas a cada
intervalo de tempo no ensaio de iiberagao.

Tabela 5.5.12 Quantidades de 4cido asiatico liberadas em cada intervalo de tempo, no
estudo de liberagao

Tempo (min.) F3 (ug) F6 (ng/mil) F7 (ug/mi) F2 (ng/ml)
0 ' 0 0 0 0

15 239,94 10,44 33,84 17,9

30 19,815 20,04 9,9 20,9

45 9,465 20,04 20,9 17,10

60 17,025 21,04 21 23,0

90 22,875 23,00 20 18,0

120 22,875 23,60 8,7 25,0
Quantidade total 331 119,35 114,34 121,8
liberada

Tabela 5.5.13 Quantidades de 4cido asiatico liberados por unidade de area para as
formulagdes testadas no estudo de libera¢ao “in vitro”

Tempo (min.)  F3 pg/cm? F6 ug/cm? F7 pg/om? F2 pg/cm?
0 0 0 0 0

15 79,18 37,90 11 5,91

30 798 41,07 13,27 65,97

45 809 73,06 39,57 74 .61

60 B09 76,89 75,9 64,02

a0 816 83,69 75,9 - 81,84

120 816 68,87 67,65













6. DISCUSSAO
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O desenvolvimento de um fitoterapico é hoje um desafio cujo objetivo é a
obtengdo de um produto seguro e eficaz. O fitoterapico deve ser obtido de forma
racional para garantir a obtengdo de um produto no qual exista uma relagdo

dose-resposta e, portanto, o extrato vegetal deve ser padronizado tendo como
objetivo seguranca e eficacia.

O desenvolvimento de um fitoterapico é um projeto multidisciplinar que envolve
vanas fases, processos e operagbes nas quais se faz necessario o
conhecimento de diferentes areas desde a farmacognosia até a estatistica. A
sistematizagdo € uma forma de organizar esses processos para conseguir
qualidade e produtividade. Na parte conceitual da tese descrita em “Revisdo
bibliografica”, a figura 2.4.1 mostra como o projeto de desenvolvimento de
ftoterapicos pode ser organizado e é nessa ordem que o projeto foi

implementado para a Centella asiatica, como descrito em métodos e resultados.

Na produgdo de extratos vegetais, a primeira fase do processo é a
caracterizagdao da droga que sera utilizada. No desenvolvimento do creme de
Centella asiatica, iniciou-se o trabalho a partir do pé da droga, sendo que a
planta foi devidamente identificada, sua origem conhecida e com a garantia de

que provém de cultivos sem uso de agrotéxicos.

O primeiro passo foi o de caracterizar 0 p6, uma vez que sua tenuidade é
importante na preparagdo do extrato vegetal, o p6 utilizado neste trabalho foi
classificado como “pé6 moderadamente fino". Este tipo de p6, permite que o
process0 de maceragdo atinga o equilibrio em menor tempo, sem termos
dificuildades para filtrar o extrato [List, ScHMIDT, 1989].

Uma forma de iniciar o Controle de Qualidade de uma droga vegetal é através
das reagdes de identificacdo de grupos quimicos presentes no extrato ou
‘triagem fitoquimica”, as quais podem dar uma idéia da qualidade da planta
utiizada. No caso em que o principio ativo n&o é conhecido, por exemplo, a
abordagem fitoquimica pode ser Gt na escolha do sistema solvente para
aCromatografia em Camada delgada. O resultado da abordagem fitoquimica da
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Centella asiatica evidenciou a presenga de flavondides, taninos, saponinas e
bleos essenciais. Os flavonodides, apesar de niao serem as substiancias com
atividade principal dentro do extrato, sdo importantes uma vez que podem agir

como coadjuvantes dos ativos pnincipais. [SIMOEs, 2000].

A cromatografia em camada delgada identifica os componentes, avalia sua
pureza, autenticidade e evidencia a presenga de adulterantes. As saponinas
presentes no extrato metandlico de Centella asiatica, foram identificadas ao
serem comparados com os padroes de Triterpenos totais de Centella asiatica e
o de Acido asiatico. O fator de retengdo, conhecido como Rf, & uma forma de
avaliar a separagdo dos componentes no cromatograma. No presente trabalho
foram testados trés sistemas solventes descritos na literatura, sendo que um
deles, o sistema cloroférmio/ metanol/ agua (65:35:10), nao se mostrou
apropnado. Este sistema, nao apresentou uma boa resolugdo e ndo pemmitiu

separar as saponinas de forma adeguada.

Quando a cromatografia foi realizada utilizando-se cloroférmio/ acido acético/
metanol/agua (60:32:12:8), o tempo de anadlise e a resolugao foram mais
adequadas, permitindo identificar no extrato as trés manchas comespondentes
as trés saponinas tnterpénicas da Cenfella asiatica. Dos reagentes de
visualizagao ou reveladores para saponinas que foram testados, o anisaldeido
sulfarico foi 0 que conseguiu evidenciar as manchas com maior clareza quanto a
sua forma, cor e intensidade. Com base nesses resultados, podemos inferir gue
nos ensaios de caracterizagao de Cenfella asiatica o sistema solvente mais
apropriado € o sistema solvente 1, acima descrito, utilizando como revelador o

anisaldeido sulfarico.

Uma das partes criticas do trabalho com fitoterapicos é o desenvolvimento e
- validagdo de metodologia analitica para quantificagao de ativos ou substéncias
marcadoras. O primeiro problema a ser resolvido € a falta de padrdes e, o
segundo, a dificuidade de extragdao de substancias puras para serem utilizadas
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como padrbes, as quais devem ser facimente quantificadas pelo método
analitico [LiST, SCHMIDT, 1989].

O principal componente da Centella asiatica € o asiaticosideo. Porém, perante a
falta de padrdo desta substincia, optou-se por fazer uso de acido asiatico
(Sigma), sendo também utilizada a fragdo de triterpenos totais (Indena) em
alguns ensaios. O método considerado apropriado a analise de saponinas
triterpénicas € o de CLAE em fase reversa, como pode ser verificado na
literatura (tabela 2.6.1) e em outros métodos de quantificagdo [Del Llano
Archondo, 1998].

O primeiro passo no desenvolvimento ou adaptagdo de um método analitico por
CLAE, é conhecer a estrutura da substancia a ser quantificada, a natureza da
amostra e o nimero de matrizes utilizadas [Snyder, 1997]. O Aacido asiatico é
uma substancia ionica, porém com poucos grupos croméforos o que dificulta sua
detecgdo no ultravioleta (item 2.5.3.4). No extrato também sao encontradas
outras saponinas de estrutura muito préxima e compostos fendlicos como os
flavondides quercetina e Kaempferol. Para compostos i6nicos, o método mais
utiizado € a CLAE em fase reversa (item 2.6.1). Inicialmente tentou-se
reproduzir o trabalho realizado por Laugel et. al [1998b], que utiliza o sistema
metanol/ agua (60:40) e metanol/acetonitrila/agua com tamp&o acetato pH 3
(60:5:35), nao se obtendo bons resultados. Segundo Snyder [1997], é importante
que o comprimento de onda de leitura corresponda aquele de maxima absorgéo
para o analito e adequada transmissdo da luz pela fase moével, sendo que o
metanol apresenta a 205nm uma absorbancia de 1.00 e a acetonitrila uma
absorbancia de 0.03, no mesmo comprimento de onda. E recomendavel que o
solvente apresente uma absorbdncia < 0,5 no comprimento de onda de
detecgdo, ja que acima de 1,0 seu uso se toma inviavel. De acordo com esse
| mesmo autor, ainda, mesmo que o metanol se encontre em solug&o aquosa,
quando a quantificagéo é realizada préximo dos 200nm sua concentragao deve
ser de 0 a 26%. Estes pontos levaram a experimentar outras fases moveis,
baseadas no trabalho de Gunther e Wagner [1996], testado-se desta vez
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acetonitrila em solugdo aquosa acertando o pH com &cido fosférico 0,05%. As
solugbes acetonitrila/ 4gua foram testadas nas proporgdes de 40:60, 50:50 e
60:40, sendo a ultima a que apresentou melhor reprodutibilidade, tempo de
retengao adequado e melhor separagao. O sistema foi entdo expernmentado com

os padrbes e as matrizes que seriam utilizadas na quantificacao.

A validagdo do método analitico é o processo pelo qual se estabelece, através
de ensaios laboratoriais, que as caracteristicas de performance do método estao
de acordo com os requerimentos da aplicagao pretendida [USP XXVI]. Assim,
foram avaliadas a especificidade do método, linearidade entre 2 e 25ug/ml,
precisdo e exatiddo, bem como o limite de detecgdo e quantificagdo como pode
ser observado no item 5.3. O resultado desta fase foi a validagdo do método

analitico para acido asiatico, que se mostrou apropriado ao uso pretendido.

A produgdo de um extrato vegetal € uma operagdo aparentemente simples,
porém, sao inimeros os fatores que interferem na qualidade do produto final. A
falta de padronizagao, por exemplo, permite que ainda hoje sejam encontrados
no mercado extratos da mesma planta com caracteristicas fisicas diferentes, tais

como a coloragdo e o aroma.

Na literatura sdao poucos os trabalhos publicados sobre otimizagdo de extratos
vegetais. A finalidade de estudar a otimizagao do processo de produgéo é poder
delinear as melhores condigbes para obtengdao de um produto com qualidade e
que, estas diretrizes, possam ser Uteis na otimizagdo do processo em nivel

industrial.

O planejamento estatistico de experimentos ¢ uma forma eficiente de realizar
experimentos, de modo que os dados gerados possam ser melhor analisados e

“as conclusdes obtidas validas e objetivas [www.itl.nist.gov, 05/06/2003).

Um dos requisitos da preparagcdo do extrato € a obtengdao de um produto que
possa ser utilizado de forma topica. Duas sdo as opgdes: o uso de extrato seco
ou de extrato hidroglicélico [Seiller, Martini, 1992]; sendo este ultimo utilizado no
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presente trabalho. Como o extrato hidroglicélico ndo tem um teor de glicol
descrito na literatura, cada fabricante utiliza seu préprio tipo e teor de glicol no
solvente extrator. Este foi um dos motivos que determinou o estudo da
propor¢ao de propilenoglicol como um dos fatores principais que afetariam o
metodo de extragdo. O volume deste solvente em relagdo & droga foi mantido
constante, relagdo de 1:100, de modo a nao saturar o sistema. Os outros fatores
estudados, dentro do método de maceracdo cinética, foram a velocidade de

agitagao e o tempo de maceragao.

O planejamento fatorial é muito utilizado em estudo de processos uma vez que
pemite identificar, dentre os varios fatores, aqueles que realmente influenciam
o sistema. Quando os fatores ja estao identificados, como aconteceu neste
projeto, o planejamento fatonal serve para verificar a influencia de cada um

deles e suas interagdes [BARROS NETO, 2002]; [OSBORNE, 1990 J[WWW.ITL.NIST.GOV].

Como temos trés fatores ou vanaveis independentes em estudo, foi aplicado um
planejamento fatorial 2° . A selegdo das variaveis dependentes deve ser feita de
tal modo que permita uma avaliagao clara do processo. Assim, o teor de ativos é
um dos principais indicativos da eficiéncia da extra¢do, segue-se em importancia
o pH uma vez que o extrato podera ser aplicado na pele ou incorporado a uma
formulagdo e o pH deve ser compativel. Finaimente, a viscosidade e
comportamento reolégico sdo Uteis na caracterizacdo do produto. No presente
trabalho, durante a preparagdo dos extratos foram identificadas duas coloragdes
nitidamente diferentes e, por isso, adicionadas as respostas. Isto, porque a
aparéncia € um atributo importante para um produto que sera incorporado em

emulsdes dermatolégicas para uso farmacéutico ou cosmético.

Na avaliagdo cada um dos fatores é avaliado de forma separada para finalizar

integrando as respostas obtidas e chegando nas conclusdes pertinentes.

O primeiro fator avaliado foi 0 pH, o diagrama de paretos (fig. 5.4.1) mostra que

a agitacao é o fator que apresenta o efeito principal para o pH seguido do
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solvente extrator que esta sendo utilizado e a interagao entre eles, o tempo

mostra seu efeito se bem que em menor proporgao.

Analisando a interag&o entre esses dois fatores, verifica-se que a maior variagao
de pH acontece quando o solvente extrator &€ uma solugédo de propilenoglicol a
40%. Neste nivel de liquido extrator, quando a velocidade de agitagiao é
aumentada de 20 a 60rpm o pH varia de 6.2 a 6.4. Uma variagao pequena,
porém, indicadora de que o pH pode sofrer maiores variagbes em velocidade de
agitagdo maiores. Evidenciando com isso que, se 0 propilenoglicol a 40% for o
solvente extrator selecionado, estes ensaios deveriam ser realizados.

Quando o solvente extrator & propilenoglicol a 80%, se a maceragao acontece
por 6 horas, o pH parece atingir um ponto de estabilidade. Esse valor & mantido
mesmo mudando a agitagdo de 20 a 60rpm, verificando-se a interagao destes
dois fatores de forma positiva. Portanto, mantendo a macerag¢ao por 6 horas e a

agitagdao em 60rpm o pH atinge um valor estavel.

Com relagdao a viscosidade do extrato, observa-se que a solugao extrativa
utilizada tem o principal efeito sobre a viscosidade, seguida da interagdo entre o
tempo de maceragao e agitagdo. Todos os fatores e suas interagbes, com
excecdo da interagdo de trés fatores, influenciam significativamente a
viscosidade do extrato. Quando o solvente extrator & propilenoglicol a 80% e a
velocidade de agitagdo 60rpm, a viscosidade sofre pequenas mudangas entre 3
e 6 horas de maceragao, obtendo-se valores de viscosidade em torno de 10 a 12
mPa. (figura 5.4.9). Em contraposigao, quando o solvente extrator é
propilenoglicol a 40% os aumentos do tempo de maceragdo ou da velocidade
de agitagdo provocam a queda da viscosidade para 4mPa. Assim, valores
maiores de viscosidade aparente sdo obtidos sempre com propilenoglicol a 80%,
agitagcdo a 60rpm e 6 horas de maceragéo, como pode ser verificado na ﬁgtjra
5.4.8.

Com relagdo ao teor de ativos, o fator que teve influencia significatica na

extracao foi a proporgao de propilenoglicol no solvente extrator. Por outro lado o
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fator tempo encontra-se muito préximo da significancia, assim como a interagdo
entre estes dois fatores. Este resuitado permite inferir que ensaios com tempos

maiores de extracdo devem ser realizados.

Dentro das condigdes do ensaio, € possivel concluir que macerar o pé da
Centella asiatica entre 3 a 6 horas ndo afeta significativamente o teor de ativos
extraidos, e que a utilizagdo de propilenoglicol a 40% ou a 80% da significancia
extraindo-se quantidades maiores do ativo com maiores teores de propilenoglicol

no solvente.

@) diagrama.das interagdes mostra que quando o solvente extrator é uma
solugao de propilenoglicol a 80% e o tempo de maceragao de 6 horas, os teores
de acido asiatico obtidos giram em tomo de 1mg/ml, mesmo que a agitagéo
permanec¢a em nivel minimo (20rpm). Porém, quando o tempo de maceragao &
de 3 horas, os teores obtidos sdo um pouco inferiores a 1mg/ml. Por outro lado,
uma variagdo maior do teor de écidro asiatico ocorre se a proporgcédo de
propilenoglicol no solvente é aumentada de 40% a 80%, em um tempo de

maceragao de 6 horas (fig. 5.4.19).

A superficie de respostas mostra claramente um teor de 1mg/ml ou maior, com
uma propor¢ao de propilenoglicol de 80% e um tempo de maceragao de 6 horas,
quando mantida a agitacao a 40rpm.

As respostas obtidas neste estudo de otimizagao da produgdo do extrato
hidroglicélico de Centella asiatica leva a recomendar, dentro das condigdes do
estudo, o uso de uma solugdo de propilenoglicol a 80% como solvente extrator,
a uma velocidade de 60rpm e 6 horas de maceragédo. A Vcoloragéo do extrato
com este solvente serda mais clara, o que favorece seu uso em cosméticos por

‘nao interferir na aparéncia final do produto.

(0] tempb de maceracdo mais apropriado foi de 6 horas e a velocidade de
agitagcdo de 60rpm. Porém, maiores estudos devem ser realizados com tempos

de maceragao e velocidades de agitagao mais amplos.
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Na fase de pré-formulagéo, foi preparado um extrato com propilenoglicol a 80%,
e com base na necessidade de tempos maiores de maceragdo, o qual foi
macerado durante uma semana com agitacdo intermitente, interompida a cada

12 horas. O teor de acido asiatico deste extrato foi de 2mg/ml.

Nesta fase, também foi determinado que o produto deveria ser um creme do tipo
6leo/adgua, devido as caracteristicas deste tipo de produto: boa aplicabilidade,
estabilidade apos incorporagdo de outras substidncias e boa aceitagcao pelo

USUArio. [PRISTA, 1990] [SEILLER, MARTINI, 1996].

A incorporag:éo do extrato sobre a emulsdao base a 40 - 45°C, é feita com a
finalidade de evitar a instabiidade de substancias termosensiveis como, por
exemplo, os dleo essenciais. Na preparagdo do extrato a temperatura foi
mantida a 25°C e foi levada em consideragdo a agao do extrato vegetal como
um todo € ndo somente os seus principios ativos. Isto, porque o asiaticosideo
agiria como um profarmaco, direcionando o acido asiatico para o local de agao
[GriMALDI, 1990]. Com base nisso, seria interessante preservar essas moléculas
para que a absorgao possa acontecer. Temperaturas elevadas podem levar a

hidrolise da porgéo glicosidica transformando o asiaticosideo em acido asiatico

Polawax® & um tensoativo que produz emulsées amplamente utilizadas na area
farmacéutica e cosmética, principalmente em farmacias de manipulagéao,
apresentando boa estabiidade em ampla faixa de pH e resisténcia a

incorporacao de outras substancias. [www.croda.com].

Iniciar um projeto de otimizagdo de uma emulsdo requer o estabelecimento da
regido onde existe continuidade, isto &, a faixa de composicdo onde esta
caracteristica esta presente. Em outras palavras, a determinagao do
comportamento das fases de um sistema emulsivo, fluido ou semi-sdlido deve
ser conhecido antes da otimizagao. Uma fase é aquela regido bem definida por
observagio macroscopica. [Oserng, 1990]. A fase continua para o tensoativo
Polawax utilizado no presente trabalho foi obtida da industria distribuidora do

produto, a qual fomeceu os dados sobre a faixa de uso para formagio de
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produzir a emulsdao semi-sélida, apresenta também um pH e viscosidade
aparente apropriados ao uso topico.

A condutividade eletrolitica de uma emulsdo esta diretamente relacionada com
sua fase extema e propor¢gao volumétrica. Assim, a deteminagao do tipo de
emulsao formada pode ser realizada através da detemminagdo da fase externa,
sendo que a condutividade da fase oleosa &€ 100 ou 1000 vezes menor que a da
fase aquosa [Salager, 2000]. No presente trabalho a medida da condutividade
confirmou a formacdo de emulsées do tipo dleo/agua com maior ou menor
volume de fase extema. Dentro dos ensaios de estabilidade, coincidiu também
com os dados de instabilidade verificando-se, em todos os casos, mudangas
drasticas. Por exemplo, a formulagdo F9 apresentou uma inversdao de fases,
sendo a condutividade no inicio do estudo de 10920ps/cm e de 23,2us/cm no

final do estudo.

Os tensoativos nao idnicos apresentam.boa estabilidade devido aoc impedimento
estérico e pela formagao de pontes de hidrogénio. No entanto, a temperatura
afeta este tipo de emulsées porque provoca quebra das pontes de hidrogénio.
Das 16 emulssdes submetidas a ciclos gela/desgela somente 4 permaneceram
estaveis, o que pode ser atribuido em parte a ruptura das pontes de hidrogénio
provocadas pelas mudangas de temperatura ou devido a presenga do extrato
de Centella asiatica que contém saponinas. Estas ultimas, conhecidas por suas
propriedades tensoativas que podem tanto estabilizar como desestabilizar o

sistema.

As emulsdes que permaneceram estaveis foram: F2-F10 (40% fase aquosa,
30% tensoativo e 30% fase oleosa), F3-F11 (65% fase aquosa, 30% tensoativo
e 5% fase oleosa) e F6-F14 (52,5% fase aquosa, 30% tensoativo e 17,5% fase
-oleosa) e F7-F15 (77,5% fase aquosa, 17,5% tensoativo, 5% fase oleosa). No
diagrama temario, o aspecto dessas emulsées comespondem a uma area
proxima as emulsdes mais consistentes, com condutividade entre 300 e

500ps/cm. Foi verificado, também, que 3 das 4 emulsGes estaveis apresentavam
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um teor de tensoativo de 30%, com excegdo da formulagdo F7 que permaneceu
estavel e com um teor de tensoativo de 17,5%. Porém apés submetida a
estabilidade acelerada por 30 dias, esta emulsdo apresentou sinais de

instabilidade.

O diagrama temario mostra gque a regiao de melhor estabilidade, quando a
amostra € submetida a 40°C por 30 dias, esta em uma concentragiao de
tensoativo entre 15 e 30% em diferentes proporgées de fase aquosa, como pode

ser observado no modelo.

A reologia estuda as propriedades das substancias que quando submetidas a
tensdes apresentam deformagées caracteristicas. A reologia de um produto para
aplicagao na pele, esta relacionada com a estabilidade da formulagao, liberagao

do ativo e, principalmente, com a percepg¢ado gue o consumidor tem do produto
[BECHER, 2000].

A avaliagdo do comportamento reoldgico dos extratos hidroglicélico de Centella
asiatica evidenciou comportamento Nao Newtoniano, do tipo pseudoplastico,
apresentando tixotropia. Somente os -extratos E1-E10 e E2-E11 tiveram um
comportamento dilatante, uma viscosidade aparente muito préxima, assim como
o tempo de maceragdo (3 horas) e a velocidade de agitagcdo (20rpm). Este
comportamento pode estar relacionado com o processo de preparagao do

extrato.

A tixotropia & um efeito dependente do tempo e pode ser reversivel ou ndo. Este
fendmeno, é resultado da existéncia de forg¢as inter-particulas que produzem
microestruturas tridimensionais denominadas floculados ou agregados.
Dependendo da magnitude dessas forgas, as microestruturas estdo mais ou
menos sujeitas A destruicdo pelo cisalhamento. Assim, a manipulagéo de uma
" amostra com tixotropia leva a uma diminuigdo temporaria da viscosidade, em
consequéncia do cisalhamento, originando com isso uma curva de histerese.
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O fato dos extratos apresentarem tixotropia favorece, por exemplo, a liberagao
de ativos do extrato. Os extratos preparados durante o estudo de otimizacdo da
produgao de extratos, mostraram que cada extrato e sua réplica apresentavam
um perfil muito semelhante o que levou a apresentar a média das medidas como
resultado. Essa semelhanga obtida pode estar relacionada com a padronizagao
do método de preparagao, onde os fatores extemos foram mantidos constantes.
A agitagdo dos extratos, por exemplo, foi feita com agitador com controle de

temperatura e velocidade, evitando-se com isso a variabilidade no método.

Os cremes e logdes cosméticas sdo quase sempre materiais visco plasticos,
portanto, apresentam um “valor de cedéncia” e tixotropia. Estes dois parametros
sdo importantes para o formulador de cosméticos pois proporcionam dados
sobre as caracteristicas de fluxo do produto que podem influenciar o processo

de produgao e a percepgao do produto por parte do consumidor. [MINER, 1999].

A forga de cisatlhamento com que a Qravidade contribui € de 20Pa, portanto,
produtos com valor de cedéncia abaixo deste valor fluem rapidamente. O valor
de cedéncia é também considerado o indicador de estabilidade mais adequado
em uma mistura. Se o valor de cedéncia € maior que a gravidade ou difussao,
por exemplo, mais estavel serd o produto[MNer, 1999 ]. Este valor, também esta
relacionado com a densidade, tamanho das goticulas de emulsao, temperatura
e velocidade de difussdo. Assim, quanto maior a pseudoplasticidade, maior a

estabilidade. [vauGHAN, 2000].

Fluidos pseudoplasticos ou fluidos dilatantes verdadeiros sdo muito raros, sendo
comum encontrar emulsdes que apresentem, por exemplo, comportamento
Newtoniano em baixas velocidades de cisalhamento e posteriormente fluxo
pseudoplastico. Este tipo de comportamento pode ser observado quando os
- dados sdo colocados em escala log-log e é denominado de viscosidade

estrutural [MINEr, 1999] [BRICERO, 2000].









7. CONCLUSOES



O sistema de cromatografia em camada delgada que se mostrou mais
_ apropriado & caracterizacao de Centella asiatica foi clorofébrmio/ metanol/

agua (65:35:10) utilizando anisaldeido suifurico como revelador.

O sistema de Cromatografia Liquida de alta eficiéncia em fase reversa
utilizando Acetonitrila/ Acido fosférico 0,05% (60:40) fluxo de 1mi/min.
mostrou-se adequado a quantificacdo de acido asiatico no extrato, nas
emulsdes e nos ensaios de liberagao “in vitro”

O planejamento fatorial € um método estatistico que pode ser utilizado na

otimizagao de processos de produgao de extratos vegetais.

O uso de propilenoglicol a 80% como solvente extrator apresentou
resultados com maior extragao de acido asiatico e caracteristicas fisicas
adequadas.

Estudos ainda devem ser realizados ampliando o tempo de macerag¢ao e

a velocidade de agitagao.

A avaliagao das emulsoes através do planejamento e analise de misturas
com restrigdes permite encontrar as regides onde se pretende trabalhar e

prever resultados quando o modelo é corretamente aplicado.

O “6timo” pode ser encontrado em um ponto intermediario onde a
formulagdo permanega estavel, apresente caracteristicas apropriadas, o
reograma apresente comportamento visco-plastico, tixotropia e valor de

cedéncia e parametros de liberagao in vitro adequados.

Dentro do estudo a formulagdo F3 apresentou as melhores

caracteristicas.

Estudos mais aprofundados relacionando o comportamento reolégico com

a liberagao do ativo da emulsdo podem ser realizados.

A obtenc¢ao de um fitoterapico com qualidade depende dos resultado
obtidos em cada uma das fases do estudo,
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O planejamento e desenvolvimento de produtos fitoterapicos e fitocosméticos
envolve varias fases desde a obtengdo do extrato até o desenvolvimento e
avaliagao da forma farmacéutica acabada. O objetivo deste trabalho é o de
sistematizar as varias etapas envolvidas neste processo, mostrando o trabalho
do farmacéutico no planejamento do projeto, implahtagéo ’e ‘avvaliagéo dos
resultados.

Com esta finalidade pé de Centella asiatica foi caracterizado e utilizado na
otimizagdo do processo de produgdo do extrato hidroglicélico para ser
incorporado em formulagdes dermatolbégicas. Foram avaliadas a influencia do
solvente extrator, tempo de maceragdo e velocidade de agitagdo através de
planejamento fatorial.

Emulsdes nao idnicas contendo 10% de extrato de Centella asiatica foram
desenvolvidas de acordo com um planejamento para misturas com restricoes e
os resultados foram utilizados na construg¢do de diagramas ternarios para as
respostas aspecto macroscépico, viscosidade aparente, pH, condutividade,
estabilidade e parametros reolégicos como tipo de comportamento e valor de

cedéncia.

As emulsdes que apresentaram melhor estabilidade e caracteristicas
apropriadas foram submetidas a ensaios de liberagao “in vitro” onde foi avaliado
o fluxo e coeficiente de permeagao. O acido asiatico foi quantificado por CLAE

em fase reversa.





