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RESUMO

Handroanthus impetiginosus ¢ uma espécie vegetal que tem o lapachol como um dos principais
metabolitos presentes em seu cerne. O lapachol ¢ uma molécula com atividade antineoplasica
e anti-inflamatdria bem descrita, tendo sido ja veiculado em formas farmacéuticas para uso
topico. Entretanto, o complexo fitoterapico presente na espécie vegetal ainda ndo havia sido
explorado na produgdao destas formulacdes. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
formulacdes para uso topico contendo o extrato seco de H. impetiginosus (EHI). EHI foi
produzido a partir da tintura de H. impetiginosus a 20% (THI) contendo um teor de lapachol de
15,59%, concentragdo muito superior a THI (0,14%), conforme esperado. THI foi caracterizada
pelos testes de pH, teor de residuo seco e de lapachol, e EHI foi caracterizado pela perda por
dessecacdo e teor de lapachol. As atividades bioldgicas do lapachol foram preditas em modelos
in silico. A atividade antioxidante de EHI foi confirmada pelo teor de compostos fendlicos e
pelo ensaio de sequestro do radical DPPH. As formulacdes foram analisadas quanto as suas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, centrifugacdo, pH, densidade, espalhabilidade e
comportamento reoldgico. Trinta e sete atividades bioldgicas foram identificadas nos métodos
de predicdo in silico, com Pa > 0,3, especialmente a atividade “antioxidante” (0,648) e
“sequestradora de radicais livres” (Pa = 0,564). A determinacao do teor de compostos fenolicos
totais apresentou valor igual a 257,11 £ 3,8 mgEAG/g de extrato, indicando expressiva
atividade antioxidante, confirmada pelo ensaio do DPPH (inibi¢ao de 93,74 + 0,6%; IC50 =
10,17+ 0,51 pg/mL). As formulagdes produzidas a partir de EHI (gel — GHI; emulgel — EGHI)
apresentaram coloragdo vermelha intensa, conforme observado em estudos anteriores,
denotando um pH alcalino, meio no qual o lapachol torna-se mais soluvel. GHI ¢ EGHI
apresentaram estabilidade no periodo de 30 dias em rela¢do aos parametros avaliados, exceto
na determinagdo do comportamento reoldgico, onde foi encontrado um aumento significativo
da viscosidade apoés 30 dias (p < 0,05). GHI e EGHI apresentaram comportamento
pseudoplastico e um perfil de liberagao que melhor se ajustou ao modelo cinético de Higuchi,
que obedece a Lei de Fick. EGHI liberou mais lapachol apdés 12h (GHI — 13,34%; EGHI —
30,55%). Portanto, € possivel concluir que a metodologia utilizada extraiu lapachol, agregando-
0o a composicdo de EHI, com um fitocomplexo que demonstrou atividade antioxidante
expressiva. EHI ainda pdde ser veiculado em formulagdes para uso topico, com dissolug¢do dos
cristais de lapachol, tendo o emulgel apresentado melhor perfil de libera¢do do ativo. Ressalta-
se a necessidade de mais estudos avaliando as atividades bioldgicas de EHI e sua penetragao

cutanea.



Palavras-chave: Handroanthus impetiginosus; ipé-roxo; modelos in silico; antioxidantes;

administracao cutanea.



ABSTRACT

Handroanthus impetiginosus is a plant species that has lapachol as one of the main metabolites
present in its inner bark. Lapachol is a molecule with well-described antineoplastic and anti-
inflammatory activity, having already been published in pharmaceutical forms for topical use.
However, the herbal complex present in the plant species had not yet been explored in the
production of these formulations. The aim of this work was to develop formulations for topical
use containing the dry extract of H. impetiginosus (HIDE). HIDE was produced from 20%
tincture of H. impetiginosus (HIT) containing a lapachol content of 15.59%, a much higher
concentration than HIT (0.14%), as expected. HIT was characterized by pH, dry residue and
lapachol content, and HIDE was characterized by loss on desiccation and lapachol content. The
biological activities of lapachol were predicted by in silico models. The antioxidant activity of
HIDE was confirmed by the content of phenolic compounds and by the DPPH radical
scavenging assay. The formulations were characterized regarding their macroscopic and
microscopic characteristics, centrifugation, pH, density, spreadability and rheological behavior.
Thirty-seven biological activities were identified in the in silico prediction methods, with Pa >
0.3, especially the “antioxidant” (0.648) and “free radical scavenger” (Pa = 0.564) activity. The
effectiveness of the total phenolic compounds content showed a value equal to 257.11 + 3.8
mgEAG/g of extract, indicating significant antioxidant activity, confirmed by the DPPH assay
(inhibition 0f 93.74 £+ 0.6%; IC50 =10.17 £ 0.51 pg/mL). The formulations produced from hide
(gel — HIG; emulgel — HIEG) showed an intense red color, as observed in previous studies,
denoting an alkaline pH, the medium in which lapachol becomes more soluble. HIG and HIEG
demonstrated stability in the period of 30 days in relation to the evaluated parameters, except
in the rheological behavior evaluation, where a significant increase in capacity was found after
30 days (p < 0.05). HIG and HIEG showed pseudoplastic behavior and a release profile that
best fit Higuchi's kinetic model, which follows Fick's Law. HIEG released more lapachol after
24h (HIG - 13,34%; HIEG — 30,55%). Therefore, it is possible to conclude that the
methodology used extracted lapachol, adding it to the HIDE composition, with a phytocomplex
that demonstrated expressive antioxidant activity. HIDE could also be used in formulations for
topical use, where lapachol crystals are dissolved, with the emulgel presenting the best active
release profile. The need for further studies evaluating the biological activities of HIDE and its

skin penetration is highlighted.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo espécies vegetais, cultivadas ou nao, utilizadas com fins
terapéuticos e/ou profilaticos (BRASIL, 2021). Sua agao deriva dos compostos ativos presentes
na sua composi¢do, como heterosideos, antraquinonas, saponinas, cumarinas, flavonoides,
alcaloides, 6leos essenciais, taninos, terpenos etc. (FONSECA, 2005; BARBOSA et al., 2023).
Estes ativos advém do metabolismo secundario das plantas, constituindo-se como metabodlitos
secundarios (SIMOES et al., 2017).

As substancias produzidas pelo metabolismo secundario de plantas s3o extraidas
das folhas, flores, inflorescéncias, frutos, raizes e caules. O local detentor da maior
concentracdo dos ativos-alvos da extragdo ¢ uma varidvel dependente da espécie e das
condicdes de cultivo. Tais substancias sao utilizadas na forma isolada, com o auxilio de técnicas
de isolamento de ativos ou rotas de sintese adequadas; ou utilizadas dentro de seu fitocomplexo
(FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003; LOZIENE et al., 2023; MAHMOUD et al., 2022;
MAILANDER et al., 2022; PEREIRA, 2018; SINGH; NATHAWAT; SHARMA, 2023).

As moléculas isoladas de plantas que possuem ac¢do farmacologica descrita sdo
importantes tanto para o desenvolvimento de produtos acabados, quanto para a descoberta e
sintese de outras moléculas (DUTRA et al., 2016). Estes farmacos sdo isolados de um ambiente
rico em outras substancias produzidas pelas plantas medicinais, local onde ocorrem interagdes
importantes a sobrevivéncia da planta. Este ambiente pode ser chamado de fitocomplexo
(BRASIL, 2021; PEREIRA, 2018).

De acordo com a segunda edicdo do Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira 6* Edi¢dao (Ed.) (BRASIL, 2021), fitocomplexo ¢ um conjunto de todas as
substancias, originadas do metabolismo primario e/ou secunddario, responsaveis, em conjunto,
pelos efeitos biologicos de uma planta medicinal ou de suas preparagdes. Seus compostos
podem ser obtidos através de solugdes extrativas ou pos extraidos da droga vegetal, posterior a
processos de secagem ou estabilizacdo, que diminuam a possibilidade de contaminacdo
microbiana da amostra ao longo do tempo. Ha varias formas de realizar esta extracdo, seja por
meio de técnicas como a maceragdo, a percolacdo, a turbolise e o soxhlet, ou outras como a
contra-corrente, o fluido super-critico, a extracdo por alta pressdo e a ultrassom assistida
(FONSECA, 2005; SANTOS et al., 2021). A técnica mais adequada depende dos metabolitos
secundarios a serem extraidos, e do protocolo adotado, podendo sofrer adaptacdes que
promovam aumento ou diminui¢do do rendimento do composto ativo no extrato resultante

(CHAGAS-NETO, 2022).


https://sciprofiles.com/profile/1458733
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Estes extratos podem ser veiculados em formas farmacéuticas variadas, sendo
escolhida aquela mais adequada & via de administracdo, as caracteristicas fisico-quimicas,
farmacocinéticas e farmacodinamicas do farmaco e a adesao do paciente ao tratamento (LIRA
et al., 2007; TOLEDO et al., 2003). O extrato de Handroanthus impetiginosus, por exemplo,
comum no Cerrado e presente em varias regioes do Brasil, ja foi veiculado na forma de pomada,

pilula, enxaguatorio bucal, tintura e elixir (BRASIL, 2015; FREITAS, 2019).

1.2 Handroanthus impetiginosus
1.2.1 Aspectos botinicos e etnofarmacologicos

Handroanthus impetiginosus ¢ uma espécie da familia Bignoniaceae, conhecida
popularmente como ipé-roxo, pau d’arco, ip€, pau d’arco roxo etc (Figura 1). Sua distribuicao
geografica se da pelas florestas tropicais, do sudoeste dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. A espécie também ocorre no Brasil, passando pelas regides nordeste, norte, sudeste

e centro-oeste (BRASIL, 2015; ZHANG et al., 2020).

Figura 1 — Pau d’arco (Handroanthus impetiginosus).

Fonte: Halpern (2007).

A espécie ¢ detentora de varias sinonimias botanicas, como Tabebuia avellanedae,
Tabebuia impetiginosa, Tecoma avellanedae, Tecoma impetiginosa, Gelseminum avellanedae €
Handroanthus avellanedae. Handroanthus impetiginosus ¢ a nomenclatura botanica aceita,
segundo o site theplantlist.org (Tabela 1) (BRASIL, 2015; THE PLANT LIST, 2013; ZHANG
et al., 2020).
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Tabela 1 — Sinonimias botanicas para Handroanthus impetiginosus listadas no site The Plant

List (2013).

Espécie

Classificacao Nivel de confianca

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex Dc.) Mattos
Tabebuia ipe var. integra (Sprague) Sandwith

Tecoma avellanedae var. alba Lillo

Tecoma ipe var. integra Sprague

Tecoma ipe var. integrifolia Hassl.

Tecoma ipe f. leucotricha Hassl.

Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb.

Tabebuia dugandii Standl.

Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.
Gelseminum avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Kuntze
Tabebuia nicaraguensis S.F.Blake

Tabebuia palmeri Rose

Tabebuia schunkevigoi D.R.Simpson

Tecoma adenophylla Bureau & K.Schum.

Tecoma avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Speg.
Handroanthus avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Mattos
Tecoma integra (Sprague) Hassl.

Tecoma impetiginosa Mart. ex DC.

Tecoma impetiginosa Mart.

Nome aceito

Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia
Sinonimia

Invalido

*xk

*

*xk

L

L

*hk

*xk

L

L

*kk

*xk

*kk

*xk

*kk

*xk

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Viérias partes da planta ja foram utilizadas em estudos, desde as folhas, os frutos, as

sementes e as flores, até a casca e a entrecasca, onde os ativos estdo concentrados de forma

majoritaria. A entrecasca, inclusive, tem sido tradicionalmente utilizada por séculos no

tratamento de dor, inflamagao, febre, disenteria, furinculo, lcera e na prevencgao de diversos

tipos de cancer (BRASIL, 2015; PIRES et al.,, 2015; ZHANG et al., 2020).

A casca do tronco ¢ dura, de largura grossa e textura enrugada, podendo possuir

escamas com tonalidades roxas. A entrecasca, mais interna, ¢ constituida de fibras finas, longas,

com flexibilidade e a capacidade de se quebrarem com facilidade. Macroscopicamente, possui


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-319092
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-319104
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-319105
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-319289
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-319297
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318725
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318732
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318624
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-321031
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318674
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318871
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318864
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318768
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318807
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-317133
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318493
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318072
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constitui¢do mole, imida e cor amarelada quando esta fresca, contudo, apresenta-se mole e
marrom-arroxeada quando estd seca. Seu odor também varia nestes casos, sendo agradavel
quando fresca, de acordo com a monografia oficial da planta (BRASIL, 2015).

H. impetiginosus ¢ detentora de diversas classes de compostos, como
leucoantocianidinas, flavononas, catequinas, fenilpropanoides e fenois (BRASIL, 2015; SUO
et al., 2013). Além disso, podem ser encontrados em sua casca dialdeidos ciclopenténicos,
glicosideos e ésteres iridoides, ésteres ciclopenténicos, glicosideos de lignana e de isocumarina,
bem como glicosideos feniletanoides e fenolicos (AWALE et al., 2005; BRASIL, 2015;
KOYAMA et al., 2000; MA et al., 2017; WARASHINA; NAGATANI; NORO, 2006; ZHANG
et al., 2020; ZHANG; OHTA, 2016; ZHANG; HASEGAWA; OHTA, 2017).

Park et al. (2003) identificaram 37 constituintes volateis a no cerne de T.
impetiginosa por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), sendo
11 monoterpenoides, 7 fenilpropanoides, 5 compostos fenolicos, 3 alcoois aromadticos, 4
aldeidos aromaticos e 5 compostos diversos (PARK et al., 2003).

Pires et al. (2015) ainda descreveram a presenga de acidos graxos (como acido
oleico, palmitico e linoleico), agucares livres (frutose, glicose e sucrose), acidos organicos
(acido oxalico, citrico e acidos succinicos) e vitaminas (a-tocoferol e y-tocoferol) em amostras
secas do cerne de T. impetiginosa.

Entretanto, H. impetiginosus ¢ uma espécie rica principalmente em taninos,
flavonoides, antraquinonas e naftoquinonas, sendo notoriamente conhecida pela presenga
destas Ultimas, cujos principais representantes sdo a f-lapachona e o lapachol. Estes compostos
sao encontrados, majoritariamente, no tronco da planta (BRASIL, 2015; DA SILVA et al., 2022;
FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003).

Para o presente estudo, foi utilizado o extrato seco produzido a partir do cerne de
H. impetiginosus (EHI). Como o lapachol ¢ uma molécula tradicionalmente estudada e faz parte
dos compostos majoritarios descritos na literatura (BRASIL, 2015), foi a molécula escolhida
como marcador para a avaliacdo de EHI. Desta forma, suas caracteristicas serdo abordadas a

seguir.

1.2.2 Lapachol

O lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-butenil)-1,4-naftoquinona] ¢ uma naftoquinona,
da classe das quinonas, e foi isolado pela primeira vez em 1882 por Emanuele Paterno
(FONSECA et. al., 2004; PATERNO, 1882). O lapachol ¢ um composto fracamente acido, que

se apresenta na forma de cristais prismaticos, com massa molecular de 242,26 g/mol. Sua
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formula quimica é C15sH1403, e o ponto de fusdo vai de 139,5-140,2 °C. No ultravioleta (UV),
sua absor¢do maxima ocorre em 251,5, 278 e 331 nm (FONSECA; BRAGA; SANTANA,

2003).

Figura 2 — Estrutura quimica do lapachol.

O
Z

OH
O

Fonte: Edgar181 (2007).

As caracteristicas de solubilidade desta farmaco nem sempre favorecem sua
utilizagcdo em algumas vias de administracdo (PEREIRA ef al., 2020). Este fato advém de sua
moderada lipofilicidade, solubilizando-se fracamente em &4gua a frio, porém com alta
solubilidade em meios alcalinos e em solventes como acetona, cloroféormio, benzeno, acido
acético, metanol e etanol. Possui ainda certa solubilidade em éter etilico e na 4gua em ebulicao,
deixando uma coloracdo alaranjada (FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003; TABOSA et al.,
2018). De fato, a coloracdo de solucdes de lapachol se altera do amarelo para o vermelho a
medida que o pH do meio ¢ elevado, com uma transicao de cor em cerca de pH 4,8-5,8. Esta
variagdo motivou outros autores a estudar o composto como indicador de pH (JOSHI; SINGH,
1976; SEGOLONI; DI MARIA, 2018).

A literatura ainda traz varios outros trabalhos contendo lapachol, revelando suas
diversas acdes biologicas. Dentre elas, a antimicrobiana, especialmente contra bactérias do
género Staphylococcus (LINZNER et al., 2020; PEREIRA et al, 2006); antimaldrica,
tripanocida e leishmanicida (PEREZ et al., 2021); antiviral (HUSSAIN et al, 2007);
antiulcerogénica (GOEL et al., 1987); antioxidante (LOPES et al., 2021; PAJOUDORO et al.,
2020); anti-inflamatéria (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; DE ALMEIDA et al.,
1990; LIRA et al., 2008); e, principalmente, sua atividade antineoplasica (FONSECA;
BRAGA; SANTANA, 2003; MIRANDA et al., 2021).



25

Neste contexto, em 1980 o Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco — LAFEPE
(Recife, Brasil), juntamente ao Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco, iniciou a distribuicao de lapachol veiculado em céapsulas gelatinosas de 250 mg
indicadas para o tratamento de certas neoplasias malignas, como o carcinoma epidermoide do
colo uterino e do assoalho da boca, o adenocarcinoma do aparelho digestivo, € como auxiliar
no tratamento quimioterapico. O registro do medicamento ficou ativo até 2013, contudo as
pesquisas continuaram e alguns autores veicularam o lapachol em outras formas farmacéuticas,
como tinturas, elixires, géis e emulgéis, sendo estas ultimas potenciais alternativas para a
administracdo do farmaco por via topica, visando ao tratamento adjuvante de neoplasias da pele
(ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; BRASIL, 2015; FONSECA; BRAGA;
SANTANA, 2003; FREITAS, 2019; LIRA et al., 2008).

1.3 Terapias tdpicas como adjuvantes no tratamento do cancer de pele

O cancer de pele ¢ a neoplasia mais frequente no mundo e, também, no Brasil. O
dano causado pela radiacdo ultravioleta (UV — UVA e UVB) ao DNA contido nas células da
pele, seguido da falha no reparo no DNA sdo as causas primarias da doenca. O cancer se
desenvolve primariamente nas camadas mais externas da pele, e, na auséncia de tratamento
adequado, a doenca pode progredir para o desenvolvimento de metéstases. O cancer de pele
pode ser classificado em dois tipos: cancer de pele melanoma e cancer de pele ndo-melanoma
(carcinoma basocelular e carcinoma de células escamosas). O diagndstico realizado de forma
precoce somado ao tratamento fornece um bom prognoéstico para os pacientes. Contudo, os
farmacos tradicionais utilizados na terapia quimioterapica pelas vias oral e endovenosa sao
associados a efeitos adversos expressivos. Nestes casos, a via de administragdo topica pode
representar uma alternativa para o tratamento local, de forma adjuvante, visto que sua utilizagao
¢ conhecida pela diminui¢@o dos efeitos adversos comparada a utilizagdo de farmacos por via
sisttmica (HAQUE et al., 2015; KHAN et al., 2022; WATSON; HOLMAN; MAGUIRE-
EISEN, 2016).

Atualmente, algumas estratégias ja sdo administradas por via topica, como o 5-
fluorouracil (5-FU), o imiquimod (IMQ), a terapia fotodindmica, o tazaroteno (retinoide,
analogo da vitamina A) e o mebutato de ingenol, um ativo isolado da seiva de Euphorbia peplus
L (JOSIAH et al., 2021).

A literatura cientifica apresenta outros compostos que podem ser potenciais
alternativas para formulagdes de uso topico no tratamento adjuvante de neoplasias, como a

curcumina. Quando aplicada em modelo de carcinogénese induzida por radiagdo UVB em ratos,
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a curcumina foi capaz de retardar o aparecimento, a multiplicidade e o volume do tumor. Além
disso, aumentou a quantidade de células p53 e p21/Cipl positivas na epiderme (ZAID et al.,
2022). O lapachol foi avaliado por Maeda ef al. (2008) quanto a promog¢ao ou supressao de
metastase experimental em células B16 de melanoma, por via oral. Quando o ativo foi
administrado de forma seriada em doses baixas e consideradas ndo toxicas (5 — 20 mg/kg)
suprimiu a metastase de forma significante, o que sugere, segundo os autores, uma potencial
utilizacao do lapachol como agente antitumoral (MAEDA et al., 2008). Babu et al. (2018)
também utilizaram linhagens celulares de melanoma em seus estudos (MEL103, MELS526,
MELG697 e A4375), identificando uma inibi¢ao dose-dependente da glicélise através da enzima
piruvato-quinase M2 (PKM2) pelo lapachol, assim como um correspondente aumento do
consumo de oxigénio. A inibicdo de PMK2 promoveu a inibicdo da proliferacdo celular,
corroborando a citotoxicidade de lapachol sobre linhagens de melanoma.

Entretanto, devido as caracteristicas de solubilidade do lapachol (descritas
anteriormente), sao necessarias estratégias que facilitem a veiculagdo do farmaco através da
pele, que representa uma barreira natural do corpo, a qual sera detalhada adiante

(HMINGTHANSANGA et al., 2022).

1.4 Apele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e constitui aproximadamente 10% de toda
a sua massa corporal. Possui diversas fungdes essenciais a sobrevivéncia do ser humano, dentre
elas a protegdo contra componentes quimicos, microrganismos e radiagdo; a regulacdo de calor
e a perda de agua; a eliminagdo de substancias toxicas ao organismo. Ha séculos, a humanidade
identificou a pele como uma via de administracdo eficaz para farmacos, inclusive em
preparacdes com plantas medicinais, como cataplasmas e pastas. Devido a sua estrutura
composta de varias camadas sobrepostas, a pele age como uma barreira para a administragao
de farmacos, impedindo que principios ativos permeiem de forma adequada, ndo alcangando os
niveis terapéuticos necessarios a agao farmacologica pretendida. Esta estrutura ¢ detalhada a
seguir (HMINGTHANSANGA et al., 2022).

A pele ¢ formada por um conjunto de camadas (epiderme, derme e hipoderme),
sendo a epiderme dividida em estrato granuloso, estrato espinhoso, estrato germinativo e estrato
corneo. Este ultimo possui cerca de 15 pum de espessura, formado por cornedcitos
queratinizados e ¢ separado por um dominio lipidico intracelular que contém principalmente
lipidios neutros, ceramidas, triglicerideos, acidos graxos livres, mas também fosfolipidios,

glicoesfingolipidios e colesterol, que atuam no processo de descamagdo
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(HMINGTHANSANGA et al., 2022).

De forma esquematica, os cornedcitos sao os tijolos em meio a argamassa (matriz
lipido-proteica), numa conformagao de parede de tijolos. Isto influencia diretamente na rigidez
e impermeabilidade que a pele integra apresenta contra moléculas hidrofilicas de massa
molecular maior que 200-350 Da (HMINGTHANSANGA et al., 2022).

A derme, por sua vez, ¢ hidrofilica, composta principalmente de fibras de elastina
e colageno, imersa numa matriz polissacaridica que abriga vasos sanguineos e linfaticos, além
de terminagdes nervosas, unidades pilossebaceas e glandulas sudoriparas. A derme tem uma
espessura de 1 a 5 mm, e ndo inibe visivelmente a passagem de substancias, a ndo ser moléculas
muito lipofilicas. Os vasos sanguineos presentes removem substancias que atravessam as
camadas epidérmicas, o que mantém o gradiente de concentragdo entre a superficie epitelial e
a derme. Os anexos presentes nesta drea também auxiliam moléculas a permearem, agindo
como “atalhos” frente ao extrato corneo, especialmente no contexto de técnicas de
potencializagdo elétrica na liberacdo transdérmica de farmacos (HMINGTHANSANGA et al.,
2022).

Por fim, a hipoderme atua absorvendo choques mecanicos contra a estrutura da pele
e, portanto, do organismo, isolando estas regides de certa forma. E constituida de células, tecido
conectivo e adiposo, além de fibroblastos, vasos sanguineos e macréfagos
(HMINGTHANSANGA et al., 2022).

Na administragdo de farmacos pela via topica, o ativo pode estar na forma solida,
suspenso ou dissolvido na formulacdo. Neste tltimo caso, as moléculas mais proximas da pele
atravessam o tecido, e s@o acompanhadas por outras moléculas que vao difundindo-se pela
formulacao até a pele. Ao penetrar o estrato corneo, o ativo pode avangar pela via intracelular,
intercelular ou por meio dos anexos, que sao os “atalhos” ou “rotas de desvio” neste processo

de passagem (Figura 3) (AULTON, 2016).
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Figura 3 — Processos gerais de liberacao transdérmica de farmacos.
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Fonte: AULTON, 2016.

Pela via intracelular, o firmaco passara através dos corneocitos, detentores de um
ambiente aquoso gragas ao seu preenchimento de queratina. Pela via intercelular, o ativo se
difundira pelo dominio lipidico. Apds o farmaco se dividir por essas rotas, a depender de suas
caracteristicas, chegara na regido epidérmica inferior, até alcangar os capilares na jungao
epiderme-derme. Durante este processo, o firmaco pode se ligar a estruturas da pele ou tornar-
se menos biodisponivel, conquanto a presenga de enzimas — estearases, peptidases e hidrolases
— pode inativar uma porcentagem das moléculas (AULTON, 2016).

Algumas propriedades do faArmaco auxiliam no seu transporte através das camadas
epiteliais. Essas caracteristicas sdo importantes para todas as rotas que o farmaco utilizar, ja que
as bicamadas lipidicas sdo vias existentes tanto na rota intracelular quanto na intercelular. O
ambiente aquoso gerado pela queratina também influencia este processo até a corrente
sanguinea e deve ser considerado. Desta forma, um farmaco que represente um bom candidato
a passagem pela pele idealmente deve ser menor que 500 Da e seu coeficiente de particdao
octanol/agua (log P) de 1 a 4. Estas caracteristicas garantem que o firmaco ndo seja grande
demais e ndo reaja com estruturas da pele a ponto de afetar significativamente a sua
biodisponibilidade. O lapachol ¢ uma molécula que possui estas caracteristicas, com log P igual
a 2,69 e tamanho de aproximadamente 242 Da (FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003).
Outro farmaco com caracteristicas semelhantes ¢ o imiquimod, com peso molecular de 240,30

Da e log P igual a 2,83 (TAMBUNLERTCHAI; GEARY; SALEM, 2022). Este ativo ¢
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veiculado por via topica, em creme, para o tratamento adjuvante de melanoma in situ, e
melanoma metastatico, com aprovagdo do FDA para carcinoma basolecular, dentre outras
indicacdes (SCARFI et al., 2020).

Neste contexto da administragao topica, a literatura ja descreve estudos de liberagao
in vitro de lapachol, tanto a partir de formula¢des semissolidas, como géis e emulgéis (LIRA et
al., 2008); quanto de nanoparticulas (MIRANDA et al.,2021; PEREIRA et al., 2020) e solugdes
micelares de misturas binarias (LOPES et al., 2021), por exemplo. Desta forma, as formulagdes
semissoOlidas podem representar potenciais formas farmacéuticas de compostos que contenham

lapachol em sua composicao, e dois tipos serdo aprofundados a seguir: os géis e os emulggéis.

1.5 Formas farmacéuticas semissolidas

Os géis sdo sistemas semissoOlidos constituidos de moléculas dispersas em um
veiculo aquoso que adquirem viscosidade devido a presenca de um agente gelificante. O liquido
presente forma a fase continua, tendo o agente gelificante como espessante, fornecendo a
estrutura porosa do gel. O farmaco adicionado pode estar dissolvido (fase tinica) ou disperso
(fase dupla), dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas e do agente gelificante
utilizado (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON, 2016).

H4 intimeros agentes gelificantes disponiveis no mercado, sendo os mais comuns
os derivados de celulose (carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, hidroxietilcelulose,
etilcelulose, metilcelulose); as gomas naturais (goma xantana, goma adragante); e as
macromoléculas sintéticas, como os carbomeros. Os carbomeros sdo polimeros hidrofilicos
com massa molecular elevada, e se apresentam na forma de pds brancos e leves, com alto peso
molecular. Derivados do acido acrilico, sao reticulados com ésteres alilicos de sacarose e/ou
pentaeritritol, e adquirem viscosidade e certa transparéncia ao serem dispersos na d4gua quando
em pH 4,5-5,0, alcancando a transparéncia e a viscosidade maximas em pH 7,0. Tal viscosidade
também depende da concentracdo de polimero utilizada, sendo mais comum uma variacao de
0,5 a2,0% (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Alguns fatores podem interferir na viscosidade e na transparéncia dos carbomeros,
como a adi¢do de etanol. Para tanto, o aumento da concentrag¢do do polimero pode auxiliar a
corrigir a diminui¢do da viscosidade. Os géis que possuem agua como solvente sao chamados
hidrogéis e possuem limitagdes significativas quanto a liberacao de farmacos hidrofobicos. Em
contrapartida, os emulgéis sdo formas farmacéuticas que podem auxiliar nesta questdo (ALLEN
JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013; TALAT et al., 2021).

Os emulgéis sao emulsdes gelificadas com a adigdo de um agente gelificante,
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possuindo qualidades de gel e emulsdo. Podem ser 6leo em agua (O/A) ou dgua em 6leo (A/O),
estando o farmaco na fase interna, passando para a fase externa e sendo gradativamente
absorvido pela pele. De acordo com Talat et al. (2021), esse sistema de liberacdo ¢ mais
aceitavel para os pacientes e possui algumas vantagens sobre os géis, cuja liberagao de farmacos
hidrofébicos ¢ limitada: possuem boa espalhabilidade, emoliéncia, e podem ser tixotropicos,
além de facilmente removiveis (TALAT et al., 2021). Além disso, emulgéis a base de Carbopol
sao claros, de preparagao facil e revelam altas taxas de difusdo e absor¢do. Os emulgéis também
podem atuar na liberagdo controlada de farmacos, pois sua matriz detém um sistema de
liberagdo duplo, composto pela emulsdo e pelo gel (REHMAN; ZULFAKAR, 2014; SASTRI
et al., 2022).

Os emulgéis sdo formas farmacéuticas emergentes, porém as pesquisas tém
crescido e ha alguns exemplares disponiveis no mercado, como o Diclofenaco Emulgel e o

Acido mefenamico Emulgel (TALAT et al., 2021).
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2  JUSTIFICATIVA

Baseando-se nos estudos citados, ¢ possivel constatar que a espécie Handroanthus
impetiginosus (pau d’arco) possui compostos com notaveis atividades biolodgicas, dentre elas a
antineoplésica, a anti-inflamatdéria e a antioxidante. No municipio de Fortaleza, local de
realizacdo do trabalho, o Nucleo de Fitoterapicos (NUFITO) da Coordenadoria de Assisténcia
Farmacéutica do Estado do Ceara (COASF) realiza a producao do elixir de pau d’arco (cujo
marcador € o lapachol) para o tratamento adjuvante de neoplasias. O elixir possui lapachol em
sua composi¢do, mas também outras moléculas constituintes do fitocomplexo da espécie.

O lapachol, que ¢ o componente majoritario de H. impetiginosus, ja foi amplamente
estudado e veiculado em outras formas farmacéuticas, inclusive para uso topico, como
pomadas, géis e emulgéis. Entretanto, ndo ha estudos descrevendo a utilizagdo do extrato seco
obtido a partir do cerne de H. impetiginosus (EHI) nestas formas farmacéuticas. EHI pode
representar uma alternativa no tratamento de doencgas neoplasicas, pois além de possuir lapachol
em sua composi¢do, pode conter outros compostos do complexo fitoterdpico reunidos na
espécie vegetal. Estes compostos podem agir de forma sinérgica, gerando maiores efeitos
bioldgicos, como a atividade antioxidante, correlacionada a atividade antineoplasica.

Neste contexto, sendo o cancer de pele a doenga mais frequente no Brasil, com um
esquema terapéutico com varias desvantagens, como os graves efeitos colaterais e o fato de ser
uma terapia geralmente invasiva (administrag¢do pela via endovenosa), as formulagdes topicas
representam uma potencial alternativa na terapia adjuvante destas afec¢des. As terapias topicas
podem reduzir efeitos colaterais sist€émicos, ja que sua agdo ¢ predominantemente local, a
depender do farmaco administrado, dos excipientes adicionados e da forma farmacéutica
empregada.

A escassez de trabalhos na literatura investigando o desenvolvimento de uma
formulacao topica contendo o extrato seco de H. impetiginosus (EHI) mostra o ineditismo ¢ a
inovagdo do projeto, além disso, o presente estudo ¢ relevante diante do potencial

antineoplasico e antioxidante do lapachol, presente em EHI.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Desenvolver formulagdes topicas produzidas a partir do extrato seco de pau d’arco

(Handroanthus impetiginosus).

3.2 Especificos

e Produzir e caracterizar a tintura de H. impetiginosus (THI);

e Produzir e caracterizar o extrato seco produzido a partir de THI (EHI);

e Auvaliar as atividades bioldgicas de lapachol (ativo de EHI) por meio de
ensaios de predicgéo in silico;

¢ Investigar o potencial antioxidante de EHI;

e Preparar formulacbes para uso topico nas formas de gel (GHI) e emulgel
(EGHI) a partir de EHI,

e Caracterizar GHI e EGH;

e Avaliar a estabilidade (30 dias) de GHI e EGHI,

e Investigar a liberacdo in vitro do lapachol a partir de GHI e EGHI.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Insumos

Como padrao, foi utilizado lapachol obtido por isolamento e cristalizagdo a partir
de amostra de Handroanthus impetiginosus; como inativos e reagentes: Carbopol 996 (Ely
Martins®, Brasil); alcool absoluto 99,5° INPM (Itaja®, Brasil); alcool etilico absoluto P.A.
(Exodo Cientifica®, Brasil); propilenoglicol USP e metilparabeno (Audaz®, Brasil);
aminometilpropanol (AMP-95™, Angus®, USA); triglicerideos do acido céprico-caprilico
(TACC — Focus Quimica®, Brasil), Tween 80 (Oxiteno®, Brasil), alcool metilico UV-HPLC
(Dindmica®, Brasil), acido acético UV-HPLC (Vetec®, Brasil), reagente de Folin-Ciocalteu,
fosfato de potassio monobasico e fosfato de s6dio dibasico (Dindmica®, Brasil); d4gua destilada

e agua deionizada.

4.1.2 Equipamentos

e Agitador mecanico de bancada, com eixo de 30 cm, hélice naval, controle
de velocidade Fisaton®, mod 913;

e Balangas analiticas modelos CELTAC® FA2104N ¢ PRECISA® 205 A
SCS;

e Espectrofotdmetro MOD. GENESYS® 10S UV-VIS;

e Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu®, com detector UV (A
= 278 nm), duas bombas, injetor manual com loop de 20 pL e coluna
cromatografica Nucleosil Sum RP-C18 250 x 4,6 mm, mantida em forno
com temperatura controlada. Os diferentes dispositivos se mantinham
integrados pelo software Class VP 5.0;

e Kit para filtracdo de fase mdével com membra nylon 4,7 cm de didmetro e
poro de 0,45 micra, Unifil®;

e Moinho de rotor tipo ciclone TE-651/2, Tecnal®;

e Viscosimetro rotacional Haake® Visco Tester 6L;

e Estufa com renovacio e circulacdo de ar Nova Etica® 400/6ND — 300;

e pHmetro Digimed® DM 20;

e Destilador Quimis®;

e Ultrapurificador Purimarte (Marte®);

e Banho Ultrassom Nova Instruments®;
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e Tamises Bronzinox® e Granutest®;

e Centrifuga Solab® SL-700;

e Microscopio Optico Quimis® Academic Q708-5;
e Dissolutor ERWEKA® DT 800;

e Smartphone iPhone 7 (Apple®, USA);

e Vidraria de laboratorio.

4.2 Métodos
4.2.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo do tipo experimental, esquematizado no fluxograma da
Figura 4. A primeira fase consistiu na preparacdo do material vegetal, com a distribui¢ao
granulométrica, a preparacao da tintura (THI) e do extrato seco do cerne de H. impetiginosus
(EHI). Em seguida, foi realizada a caracterizagdo de THI e EHI, com posterior predicdo das
atividades biologicas e da penetragdo cutanea do lapachol por meio de ensaios in silico.
Posteriormente, foi avaliado o potencial antioxidante de EHI. A ultima fase consistiu no
desenvolvimento de formula¢des (GHI ¢ EGHI) contendo EHI, seguido da caracterizagdo e
avaliagdo da estabilidade destas formulacdes, bem como do perfil de liberagdo in vitro do

lapachol a partir de GHI e EGHI.

Figura 4 — Fluxograma da estratégia experimental do estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.2.2 Preparagdo do extrato de H. impetiginosus (EHI)
4.2.2.1 Obtenc¢do do material botdnico

A amostra de cerne de pau d’arco foi gentilmente cedida pelo Nucleo de
Fitoterapicos (NUFITO) da Coordenadoria de Assisténcia Farmacéutica do Estado do Ceara. A
exsicata da espécie esta depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de Biologia
da UFC, sob o numero EAC14648, ¢ estd registrada no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o cddigo
AC2F942.

O cerne da amostra de H. impetiginosus foi cortado em pedacos menores e serrado
em uma plaina elétrica de bancada. Apds este processo, as amostras foram trituradas em moinho
de facas e em seguida sua granulometria foi determinada por tamisacao, segundo a metodologia

descrita pela Farmacopeia Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019), com adaptagdes (Figura 5).

Figura 5 — Equipamentos utilizados no processo de reducdo do tamanho da
amostra de cerne de H. impetiginosus para a preparacdo do EHI: plaina

elétrica de bancada (a esquerda); moinho de facas (a direita).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2.2.2 Distribuig¢do granulométrica

A granulometria foi realizada com o auxilio de nove tamises (aberturas de 2000,
1400, 1000, 710, 600, 500, 355, 250 e 180 um) de massas conhecidas, sobrepostos em ordem
decrescente de abertura de malha. A amostra foi colocada no tamis com maior abertura e foi
submetida & movimentagdo mecanica por aproximadamente 30 minutos (AULTON, 2016).

Assim, o material foi separado de acordo com os intervalos de tamanho de particula. Cada tamis
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foi pesado com as amostras retidas e graficos foram elaborados com a transformacao destes
valores de massa em porcentagem: porcentagem de amostra retida (% A) e porcentagem de
amostra retida acumulada (% ACUM).

Para a preparacao de EHI, foi utilizado o material separado pelos tamises de 1,4
mm até 250 um. Considerando este material, foi obtido o tamanho médio das particulas,
utilizando para isto o ponto de cruzamento entre os valores de % ACUM e 100 - % ACUM para
cada tamis utilizado, plotados em um grafico de dispersao XY. O valor do tamanho médio foi
calculado igualando as duas equacdes da reta obtidas a partir destes valores (Eq. 01):

x=b;+by/a;+a: (Eq. 01)

Onde: x = tamanho médio; b; = coeficiente linear da equagao da reta para % ACUM,;
b2 = coeficiente linear da equacgdo da reta para 100 - % ACUM; a; = coeficiente angular da
equacdo da reta para % ACUM; a; = coeficiente angular da equacdo da reta para 100 - %

ACUM.

4.2.2.3 Preparagdo da tintura (THI) e do extrato seco de H. impetiginosus (EHI)

A amostra resultante da tamisacdo foi utilizada para produzir uma tintura a 20%
(BRASIL, 2019), obtida por meio de maceracdo por quatro dias e, em seguida, extracdo por
percolacdo. O solvente utilizado foi alcool a 70%. O extrato liquido foi seco em estufa a
50°C/72h e, posteriormente, triturado em gral e pistilo para a realizacao dos ensaios (AULTON,
2016; FREITAS et al., 2010 adaptado; LEE ef al., 2012 adaptado). Um esquema da preparagao
de THI e EHI pode ser visualizado na Figura 6. O extrato seco produzido teve um rendimento

de 7,14 %.

Figura 6 — Etapas de prepara¢dao da tintura (THI) e do extrato seco (EHI) de H.

impetiginosus.

Maceragao Percolagao Tintura a 20% Secagem/Estufa Trituragao
4 dias/25°C 50°C/72h

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.2.3 Caracterizacdo da tintura de H. impetiginosus
A amostra de THI foi caracterizada quanto a densidade, pH, residuo seco e teor de

lapachol.

4.2.3.1 Densidade

A densidade foi determinada com um auxilio de um baldo volumétrico de 10 mL.
A amostra de tintura foi adicionada ao balao volumétrico e pesada em balanga analitica. Os
valores de massa foram registrados e a densidade foi calculada através da equacao 2 (Eq. 02):

d=m/ (Eq. 02)

Onde: d = densidade (g/mL); m = massa da tintura (g); v = volume do baldo

volumétrico (mL).

4.2.3.2 Determinagdo de pH
A determinacao do pH foi realizada utilizando o pHmetro DM 20 (Digimed), com
eletrodo de vidro combinado, calibrado previamente com as solugdes tampoes de pH 4,0 ¢ 7,0

4 25°C (BRASIL, 2019).

4.2.3.3 Residuo seco

A determina¢do do residuo seco da tintura foi realizada através de metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019), esquematizada na Figura 7. Foram
adicionados 2 mL de tintura a um pesa-filtro, que foi pesado. Em seguida, a amostra foi
evaporada a secura em banho-maria e foi levada para a estufa para secagem a 105°C por 3 horas.
Apos este periodo, a amostra foi alocada em um dessecador, na presencga de silica gel, para
resfriar e foi pesada. A porcentagem de residuo seco foi calculada segundo a equacdo 3 abaixo
(Eq. 03). Os resultados foram expressos em porcentagem.

RS (%) = (PFA - PF/ PFa - PF) x 100 (Eq. 03)

Onde: RS = residuo seco; PF = massa do pesa-filtro vazio; PFA = massa do pesa-
filtro com a amostra ao inicio do experimento; PFa = massa do pesa-filtro com a amostra ao

fim do experimento.
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Figura 7 — Determinagao do residuo seco descrita pela Farmacopeia Brasileira 6* Ed.

(BRASIL, 2019).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2.3.4 Teor de lapachol por CLAE

O teor de lapachol de THI (dilui¢do de 1:100) foi determinado segundo Fonseca et
al. (2004) com adaptagodes, por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no
comprimento de onda (A) de 278 nm. A fase movel utilizada foi uma mistura de metanol :
solugdo aquosa de acido acético 0,5% (80:20), em fluxo de 0,8 mL/min, em um tempo de

corrida de 10 min.

Figura 8 — Determinagao do teor de lapachol de THI por CLAE.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.2.4 Caracterizacdo do extrato seco de H. impetiginosus
A caracterizacdo do extrato seco de H. impetiginosus foi realizada através de

microscopia optica, perda por dessecagdo, teor de lapachol e teor de fenois totais.

4.2.4.1 Determinagdo da perda por dessecagdo

A determinagdo da perda por dessecacgdo do extrato seco de H. impetiginosus (EHI)
foi realizada através de metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 6* Ed. (Figura 9)
(BRASIL, 2019). Foram adicionados 2,0 g de EHI a um pesa-filtro, que foi pesado. A amostra
foi levada a estufa para secagem a 105°C durante um periodo de 3h. Em seguida, a amostra foi
adicionada a um dessecador que continha silica gel e foi pesada. A porcentagem de residuo seco

foi calculada segundo a equagdo 3 do item 4.2.3.3. Os resultados foram expressos em % p/p.

Figura 9 — Determinacdo da perda por dessecacdo descrita pela Farmacopeia

Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019).
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“Parts of the figure were drawn by using pictures from Servier Medical Art. Servier Medical Art
by Servier is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).”

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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4.2.4.2 Teor de lapachol por CLAE

O teor de lapachol foi avaliado segundo o método descrito no item 4.2.3.4 (Figura
10). Para a realizacdo do ensaio, 10 mg de EHI foram pesados e adicionados a um baldo
volumétrico de 50 mL, sendo posteriormente completado com fase movel, obtendo-se uma
concentragdo de 200 pg/mL. A partir desta solugdo, foi preparada uma dilui¢ao de 1:10 (20
pg/mL), que foi injetada no equipamento. Os cromatogramas foram obtidos a partir do software

NAS UniChrom™ V,

Figura 10 — Determinacao do teor de lapachol de EHI por CLAE.

l 1mL l 20 pg/mL =
PO Y Y |
|

1:10

10 mg 50 mL 10 mL
EHI FM M

UniChrom V
'-E!SSL.BIWeA.lm‘, , (563202 e sl ytrs 2
Metanol : Acido acético 0,5% (80:20) 5:4:3:2: 1:

NAS UniChrom™

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A concentracao de lapachol foi determinada a partir de uma curva de calibragao
realizada com seis concentracoes (5; 4; 3; 2; 1 e 0,5 pg/mL) do padrao de lapachol dissolvido
em fase movel previamente descrita. Os cromatogramas foram obtidos a partir do sofiware NAS

UniChrom™ V,

4.2.4.3 Dosagem de fendis totais

O teor de fendis totais representa uma predicdo da atividade antioxidante do
composto analisado (PIRES et al., 2015). Desta forma, O teor de polifendis foi determinado
através do reagente de Folin-Ciocalteu, constituido pelo acido fosfotiingstico e o acido
fosfomolibdico, possuindo tungsténio e molibdénio em sua composi¢do, respectivamente. Os
dois metais estdo no estado de oxidagao 6+. Os compostos fenolicos sdo agentes redutores, €
quando estdo na presenca desses metais, alteram seu estado de oxidagao, ficando na média entre
5 e 6, formando tungsténio molibdénio de coloracdo azul, que pode ser medida por
espectrofotometria.

Conforme Sousa (2007), foi preparada uma curva de calibragcdo com o padrao de
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acido gélico. Para isto, foram adicionados a um baldo volumétrico de 10 mL: 100 uL do padrao
de acido gélico dissolvido em agua (concentragdes de 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 pg/mL), 250 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu e 3 mL de Na;CO3 a 10%. O baldo volumétrico foi completado

com agua destilada e analisado por espectrofotometria (785 nm) apds 20 minutos (Figura 11).

Figura 11 — Determinagao do teor de fendis totais de EHI por espectrofotometria (785 nm).

PADRAO 1 1 | | | ]

20 min

1 2 3 4 5 6 ug/mL

EHI {\
AMOSTRA - Reagente de &\(\ 785 nm
[ Folin-Ciocalteu 'l»Q
,// ' .“\.
Na,CO; a 10%
| |

N . 7

J

“Parts of the figure were drawn by using pictures from Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier is
licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).”

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Ap0s a preparagao da curva, o mesmo processo foi repetido para a amostra. Logo
foram transferidos 100 pL de EHI (4 pg/mL) para um baldao volumétrico de 10 mL, que foi
completado com agua destilada ap6s a adi¢do do reagente de Folin-Ciocalteu (250 pL) e de
Na;CO3 a 10% (3 mL). A amostra foi analisada com auxilio de espectrofotometro apos 20

minutos, no comprimento de onda de 785 nm.

4.2.5 Espectro de efeitos biologicos de lapachol por predigdo in silico
4.2.5.1 Obtengdo da estrutura quimica do lapachol

A estrutura quimica da molécula de lapachol (C15sH1403) foi obtida no formato de
arquivo .mol (MDL Molfile) a partir do banco de dados quimico gratuito Chemspider
(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10770962.html). A estrutura da molécula foi
inserida na ferramenta ACD ChemSketch (Freeware, versao 12.0), visando a sua otimizagao

molecular.


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.10770962.html
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4.2.5.2 Predicdo do espectro de agoes biologicas com a ferramenta PASS
A predicdo do espectro de agdes biologicas para o lapachol foi realizada na
plataforma virtual gratuita PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances), disponivel no

endereco http://www.way2drug.com/passonline/. O PASS possui uma precisao média de 95%

e pode prever cerca de 4 mil tipos de agdes biologicas (FILIMONOV et al., 2014;
DRUZHILOVSKIY et al., 2016). Quando o arquivo contendo a informagdo estrutural da
molécula ¢ inserido, o software apresenta uma lista de possiveis acdes bioldgicas e os
respectivos valores de “Pa” (probabilidade de ser ativo) e “Pi” (probabilidade de ser inativo)
(DRUZHILOVSKIY et al., 2017).

A molécula foi avaliada por meio de sua similaridade quimica com o training set
do PASS. O training set ¢ um banco de dados com informagdes sobre o efeito e a estrutura
quimica de cerca de 300.000 compostos quimicos (FILIMONOYV et al., 2014).

Os resultados foram interpretados com base nos valores de Pa fornecidos pela
ferramenta: Pa > 0,7 denotam elevadas chances de confirmar atividades biologicas em
aplicagdes experimentais, entretanto o composto pode ser semelhante a farmacos
convencionais; Pa com valores entre 0,7 ¢ 0,5 indicam menores possibilidades de confirmar
efeitos biologicos durante a atividade experimental, contudo, se confirmadas, o ativo
provavelmente tera estrutura menos semelhante aos convencionais; Pa < 0,5 detectam chances
menores ainda de encontrar acdo bioldgica apds experimentacio, todavia, se encontradas, o
farmaco pode representar um prototipo para uma nova classe quimica para o efeito biologico

analisado (FILIMONOV et al., 2014).

4.2.5.3 Predi¢do da penetrag¢do cutanea
A predicdo da penetragdo cutdnea (logKp) foi realizada nas plataformas

SwissADME (http://www.swissadme.ch/), PreADMET

(https://preadmet.webservice.bmdrc.org/) e pkCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/).

Além das plataformas, foram utilizadas as equagdes de Potts & Guy (1992) (Eq. 4) e Barratt
(1995) (Eq. 5) com adaptacdes sugeridas por Alonso ef al. (2019).

Parametros necessarios aos calculos tedricos para estas equacdes foram estimados
in silico: LogKow = 2,54 (SwissADME), MW = 24227 g/mol (SwissADME), MV = 223,94
(m*/mol) (Molispiration). Entretanto, o MP para o lapachol (139,5 °C) foi consultado em
literatura cientifica (BRADLEY, 2014; CHEMICALS, 2023).

logKp = 0,71 logKow - 0,006IMW - 6,3 (Eq. 4 — Potts & Guy)


http://www.way2drug.com/passonline/
http://www.swissadme.ch/
https://preadmet.webservice.bmdrc.org/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/
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Onde: logKp = penetragdo cutdnea (cm/s); logKow ou Log P = Logaritmo do

coeficiente de parti¢do octanol-dgua; MW = peso molecular (g/mol).

logKp = 0,82 logKow - 0,0093MV - 0,039MP - 2,36 (Eq. 5 — Barratt)
Onde: logKp = penetragdo cutdnea (cm/s); logKow ou Log P = Logaritmo do
coeficiente de parti¢do octanol-dgua; MV = volume molecular (m*/mol); MP = ponto de fusdo

(°C).

4.2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante — Método do DPPH

O ensaio de sequestro do radical DPPH ¢ um método fotocolorimétrico, que mede
a capacidade de sequestro do radical livre estavel DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) pelo
agente antioxidante testado. A metodologia foi realizada conforme descrito por Brand-Williams
et al. (1995) com adaptacdes, e estd esquematizada na Figura 12 abaixo. Foi preparada uma
solugdo etandlica de DPPH 0,3 mM e uma solugao-mae etandlica de EHI. A partir desta solugao

foram preparadas dilui¢des de EHI nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20 pg/mL.

Figura 12 — Determinagdo da atividade antioxidante de EHI pelo método do sequestro do radical

DPPH.

1 mL

DPPH 0.3 )
mM 30 min

am

2,5mL T
82\
Branco = EtOH

CN = EtOH + DPPH

A4

EHI em EtOH
1,5,10, 15, e 20 pg/mL

“Parts of the figure were drawn by using pictures from Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier is
licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).”

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Apos este processo, aliquotas de 2,5 mL de cada concentracdo de EHI foram

adicionadas a 1 mL da solucdo de DPPH em tubo de ensaio, que foi agitado e mantido em
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repouso ao abrigo da luz por 30 minutos. Apds este periodo, as amostras foram analisadas por

espectrofotometria a 518 nm, tendo etanol como branco (solvente do DPPH + solvente da

amostra) e uma solu¢ao composta de DPPH e etanol como controle negativo (DPPH + solvente

da amostra). A atividade antioxidante (AA%) foi obtida através da equagao (Eq. 06) abaixo:
AA% = [(A—B)/A] x 100 (Eq. 06)

Onde: A = absorvancia do controle negativo; B = absorvancia da dilui¢do de EHI.

4.2.7 Desenvolvimento de formulagoes para uso topico a partir do extrato seco do cerne de
H. impetiginosus
Foram desenvolvidas duas formulag¢des a partir do extrato seco de EHI, uma na

forma farmacéutica (FF) de gel (GHI) e outra na forma de emulgel (EGHI).

4.2.7.1 Estudo de porcentagem de cossolvente e pH

Previamente ao preparo das formulacgdes finais de GHI e EGHI, o extrato seco de
H. impetiginosus foi suspenso em concentragdes crescentes (40%, 50%, 60% e 70%) de uma
mistura de cossolventes, composta por etanol:propilenoglicol (EtOH:Prop) na proporcao de
70:30, a fim de verificar qual a menor concentracdo capaz de dissolver os cristais presentes na

amostra de EHI, conforme Figura 13.

Figura 13 — Estudo de porcentagem de cossolvente de EHI em EtOH:Prop (70:30).
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“Parts of the figure were drawn by using pictures from Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier
is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).”

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Para o ensaio, foram preparadas suspensdes aquosas de Carbopol 996® a 1%. EHI
foi suspenso nas concentragdes relatadas de cossolvente e, entdo, foi adicionado a suspensao
aquosa de polimero sob agitagdo mecanica por 3 minutos. Apos este periodo, as suspensoes
foram adicionadas a laminas de vidro, sobrepostas com laminula, e analisadas em microscopio
optico quanto a presenca de cristais. As amostras foram fotografadas sob filtro de luz polarizada
(aumento de 40x) com auxilio de smartphone e as imagens foram escolhidas de acordo com a
nitidez.

ApoOs a andlise das imagens, a amostra com a menor concentragdo capaz de diluir

os cristais presentes teve seu pH ajustado para 7,0 £ 0,2.

4.2.7.2 Preparo das formulagoes de GHI e EGHI

As formulagdes foram preparadas conforme Lira et al. (2004) com adaptagdes. Para
o preparo das formulagdes, descrito na Figura 14, foram utilizados os componentes descritos
na Tabela 2.

Para a preparagdo de GHI, o Carbopol 996® triturado foi suspenso em agua
destilada até a obtencdo de uma dispersdo gelificada translicida. Este sistema foi agitado
vigorosamente em agitador de bancada (aproximadamente 3000 rpm) por cerca de 3 minutos.
EHI foi suspenso na mistura de cossolventes (etanol:propilenoglicol 70:30) e levado ao banho
ultrassonico por 3 minutos até a ndo visualizagdo de grumos ou pds no fundo do béquer. Apos
este periodo, o ativo suspenso foi incorporado, sob agitacdo (apx. 3000 rpm), a suspensao
gelificada de Carbopol, permanecendo sob agitacdo por mais 3 minutos, com adi¢cdo do Tween
80 e da solu¢do de parabenos a 20%. Em seguida, sob agitacao manual lenta, o pH do sistema
foi ajustado para cerca de 7,0 + 0,2 a 25°C em pHmetro digital, com aminometilpropanol

(AMP).
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Figura 14 — Preparo das formulagoes de gel (GHI) e emulgel (EGHI) a partir do extrato seco

de H. impetiginosus (EHI).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

AMP
pH 7.0

) 1. ESTAG: T80 / ESTAEG: TS80

2. Parabenos 20%

Tabela 2 — Composicao qualitativa e quantitativa (%) das formula¢des de GHI e EGHI.

GHI (gel) EGHI (emulgel)
Excipientes Funcao
(%) (%)
Extrato seco Ativo 1 1
Carbopol 996® Agente gelificante 0,85 0,85
Cossolventes/Umectante
EtOH:P 70:30 50 50
rop ( ) (Prop)
Ami til 1 ) .
mlno?zvlﬁp:)r opano Ajustador de pH Ate pH 7 Até pH7
Solugdo de parabenos Agen?e ?onse.rvante 0.75 0.75
20% antimicrobiano
Triglicerideos dos 4cidos .
Emol 1 - 5
céprico-caprilico (TACC) moliente/Cossolvente
Agua destilada q.s.p. Solvente 100 100
Tween 80® + SPAN 80® = Emulsificantes/Promotores 0.5
(TS80) de penetracao/Cossolventes '
Tween 80 (T80) Promotor de penetracao 0,05 -

EtOH = etanol; Prop = propilenoglicol.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Para o preparo de EGHI, foi adicionada a fase oleosa composta de triglicerideos do
acido caprico-caprilico (TACC) e uma mistura de Tween 80 e Span 80 com EHL 10,5 (TS80).
Os compostos foram misturados previamente e, sob agitacdo, foram adicionados lentamente

com auxilio de uma seringa.

4.2.8 Caracterizacdo fisico-quimica e estabilidade

Apos um periodo de 24 horas, GHI ¢ EGHI foram submetidas ao teste de
centrifugacdo, para verificar se as formulacdes estavam aptas a seguirem para o teste de
estabilidade. Por ndo apresentarem sinais de instabilidade (como sera descrito posteriormente),
GHI e EGHI foram submetidas ao teste de estabilidade nos periodos de 1, 5, 10, 15 e 30 dias
(25°C), sendo avaliadas quanto a caracteristicas organolépticas e microscopicas, pH, densidade,

espalhabilidade e comportamento reoldgico.

4.2.8.1 Caracteristicas organolépticas

As formulagdes de GHI e EGHI desenvolvidas foram acondicionadas a 25°C em
embalagens de vidro transparentes, visando a facilitar a analise visual. Macroscopicamente, as
formulagdes foram analisadas quanto a coloragdo, aparéncia, homogeneidade, odor ¢ a

ocorréncia de processos de instabilidade, como separacao de fases e contaminacao microbiana.

4.2.8.2 Anadlise microscopica

As preparagdes de GHI e EGHI foram submetidas a analise em microscopio optico,
sob luz normal e sob filtro de luz polarizada, e fotografadas com software acoplado ao
computador do equipamento. As andlises foram realizadas nos aumentos de 40 a 200x, em
lamina de vidro, sobrepondo a amostra com laminula, e as imagens foram escolhidas de acordo

com a nitidez.

4.2.8.3 Centrifugagdo
As formulagdes foram pesadas (massa total de amostra + eppendorf com capacidade
de 1,5 mL = 2,2g) e submetidas ao teste de centrifugacdo em eppendorfs a uma velocidade de

894 G/10 minutos em centrifuga de eppendorfs (TASNEEM et al., 2022 adaptado).

4.2.8.4 Determinagdo do pH

A determinacdo do pH foi realizada conforme item 4.2.3.2.
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4.2.8.5 Densidade

A densidade foi determinada utilizando um picndémetro metalico (BRASIL, 2008;
BRASIL, 2019). O picndémetro de metal limpo e seco foi pesado vazio, a 25°C, para calibragao.
Em seguida, a amostra foi transferida para o picnometro, e o valor da densidade foi calculado
a partir da diferenca de massa obtida entre as medidas do picndmetro vazio e carregado com a
amostra. Para o célculo da densidade, foi utilizada a férmula (Eq. 02) abaixo (BRASIL, 2019):

d=mN (Eq. 02)

Onde d = densidade da amostra (g/mL); m = massa da amostra (g); v = volume do

picnometro (v = 49,9486 mL).

4.2.8.6 Espalhabilidade

Para a determinacdo da espalhabilidade de GHI e EGHI, uma placa de vidro com
0,1g de amostra foi colocada sobre a superficie do scanner de uma impressora (HP Deskjet Ink
Advantage 2546). Sobre esta placa, outras placas com valores de massa conhecidos foram
adicionadas sobre a primeira. Ap6s 1 minuto de cada sobreposicao, as placas foram escaneadas
com o programa proprio do equipamento (HP Scan), com imagens de saida de 11,0 cm x 11,0
cm. As imagens foram analisadas quanto a area ocupada pela massa de amostra com o software
Image] v.1.48 (National Institutes of Health, USA). Estes dados foram transformados de pixels
para milimetros quadrados (mm?) e os valores foram dispostos em graficos. Um esquema da

metodologia pode ser visualizado na Figura 15 abaixo.
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Figura 15 — Determinagdo da espalhabilidade de GHI e EGHI.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2.8.7 Determinagdo do comportamento reologico
O comportamento reologico foi determinado através do viscosimetro Haake Visco
Tester 6L, com fuso L4, nas velocidades de 3 a 12 RPM, e disposto em grafico, estabelecendo

uma relacdo entre o log da viscosidade (log cP) e a velocidade (rpm).

4.2.8.8 Liberagdo in vitro de lapachol a partir de GHI e EGHI

O ensaio de liberagao foi realizado em aparato de dissolutor (EL-MENSHAWE et
al., 2019 adaptado) utilizando o método 2 (pas) da Farmacopeia Brasileira 6* Ed. (BRASIL,
2019), e esta esquematizado na Figura 16 abaixo.

Amostras de GHI e EGHI de massas conhecidas foram adicionadas a células de
imersdo, sobre uma membrana de nylon com porosidade de 111 um. O tampao Sorensen em
pH 5,5 foi utilizado como meio receptor. As células foram posicionadas dentro das cubas de
1000 mL a 32°C, sob agitacao do meio receptor a 50 rpm. Aliquotas de 5 mL foram coletadas
nos tempos de 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10 e 12h, sendo o0 mesmo volume reposto com o tampao
logo em seguida. As concentragdes de lapachol no meio receptor foram determinadas por CLAE
(condi¢des descritas no item 4.2.3.4) (LIRA et al., 2004 adaptado). Os resultados foram
expressos em grafico, relacionando a porcentagem de lapachol liberada (%) em fungdao do

tempo (h).
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Figura 16 — Preparacdo das amostras e aparato dissolutor utilizado para a liberacao in vitro

das amostras de GHI e EGHI em aparato de dissolutor.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.2.8.9 Estudo cinético de liberacdo

Para avaliar a cinética de libera¢do do lapachol a partir de GHI e EGHI, os dados
obtidos do estudo de liberagdo in vitro foram plotados em graficos de dispersd@o XY de acordo
com os modelos cinéticos de ordem zero (porcentagem acumulada de lapachol liberado versus
tempo), primeira ordem (log porcentagem acumulada de lapachol liberado versus tempo),
Higuchi (porcentagem acumulada de lapachol liberado versus raiz quadrada do tempo) e
Korsmeyer-Peppas (log da porcentagem acumulada de lapachol liberado versus log do tempo).
A equagcdo da reta e o coeficiente de correlagio (R?) foram obtidos para cada modelo cinético.
Os valores de R? mais proximos de 1 foram selecionados (BASAK; KUMAR;
RAMALINGAM, 2008; COSTA; LOBO, 2001).

4.2.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 9.0
(USA). Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). As médias foram
comparadas por meio de andlise de varidncia (ANOVA) para 3 ou mais grupos, com pos-teste
de Tukey; e teste ¢ de student para comparacao de dois grupos. Foi considerando como critério

de significancia p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Preparacio do extrato

A amostra de cerne de pau d’arco cortada pela plaina elétrica de bancada ficou na
conformagdo de tiras de madeira aciculadas e quebradi¢as quando pressionadas, conforme a

literatura (BRASIL, 2015). As amostras possuiam odor caracteristico, amadeirado (Figura 17).

Figura 17 — Serragem do cerne de pau

d’arco apds diminuicdo de tamanho

por plaina elétrica de bancada.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O perfil granulométrico das amostras trituradas do cerne de H. impetiginosus esta
apresentado no Grafico 1. Aproximadamente 83,5% do extrato seco ficou retido nos tamises
com tamanhos de abertura iguais e superiores a 600 pm. Contudo, foi utilizado o p6 retido pelos
tamises de abertura 1,4 mm até o de 250 pm, descrito como um po6 grosso pela Farmacopeia

Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019).



Grafico 1 — Distribui¢do granulométrica das amostras trituradas do cerne

de H. impetiginosus em fun¢do da porcentagem retida nos tamises.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O tamanho médio das particulas do material contido nos tamises de 1,4 mm

a 250 pm foi de 0,804 + 0,03 mm, conforme o Gréfico 2.

Grafico 2 — Tamanho médio das amostras contidas nos tamises de 1,4 mm

a 250 pwm, utilizadas para a produ¢ao de EHI.
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Os valores estdo expressos como média + DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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O extrato obtido (EHI) apresentou cor terrosa, escura, com cristais que refletiam a
luz quando submetidos a luz visivel. Sob o microscopio optico, EHI apresentou varios cristais
(Figura 18) no campo analisado (sob filtro de luz polarizada) sendo provavelmente o seu

composto ativo lapachol (LIRA et al., 2004).

Figura 18 — EHI apo6s trituragdo (esquerda) e analisado em
microscopio optico sob luz polarizada (direita). Imagens obtidas por

smartphone iPhone 7 (Apple® Inc., USA).

B P

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.2 Caracterizacgao da tintura (THI) e do extrato seco do cerne de H. impetiginosus (EHI)
THI foi analisada quanto a densidade, pH, residuo seco e teor de lapachol. Os

valores estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas de THI e EHI.

Propriedades THI EHI

Densidade (g/mL) 0,8836 -

pH 5,19 -

Residuo seco (p/v%) 0,683 -
Perda por dessecacio (p/p%) - 2,79
Teor de lapachol (%) 0,14 15,59

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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5.2.1 Teor de lapachol
As concentragdes de lapachol em THI e EHI foram obtidas através de uma curva

de calibragao realizada com seis concentragdes crescentes do padrao de lapachol (Gréfico 3).

Gréafico 3 — Curva de calibragdo do padrio lapachol em

comprimento de onda de 278 nm (CLAE).
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Os valores estdo expressos como média + DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Neste contexto, a linearidade ¢ importante para demonstrar a proporcionalidade de
um resultado em relagdo a concentragdo da amostra. Este pardmetro ¢ determinado quando o
coeficiente de correlacdo linear (R) € igual ou superior a 0,99, oriundo da anélise de pelo menos
cinco concentragdes diferentes. Para as amostras do padrdo de lapachol, obteve-se um R? =
0,9955. Portanto, a curva demonstrou ser confidvel (linear) para a andlise do teor de lapachol
no ensaio. Tanto para THI quanto para EHI, a presenca de lapachol foi confirmada pelos tempos

de retencgdo e os espectros caracteristicos deste ativo em UV-Vis (Figura 19).



55

Figura 19 — Cromatogramas de lapachol (laranja) e EHI (azul) em comprimento de

onda de 278 nm (CLAE).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os valores de area obtidos pela injecdo de THI e EHI foram interpolados na equagao
da reta fornecida pela curva de calibragao, obtendo-se uma concentragao de lapachol de 0,14%

e 15,59%, respectivamente.

5.2.2 Fendis totais

A determinagdo de compostos fenolicos totais foi realizada para EHI na
concentragdo de 4 pg/mL. Foi construida uma curva de calibragdo do padrao de acido galico
para a avaliagio da linearidade do método (Grafico 4), obtendo-se um R?=0,9971. Interpolando
os valores médios de absorvancia obtidos, a concentracdo de polifenodis encontrada foi de

257,11 £ 3,8 mgEAG/g de EHI.
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Grafico 4 — Curva de calibragdo de acido gélico obtida em

espectrofotometro (785 nm).
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Os valores estdo expressos como média + DP.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.3 Espectro de efeitos biologicos de lapachol por predicao in silico

5.3.1 Espectro geral e atividade antineopldsica

Ao investigar as atividades bioldgicas do componente ativo lapachol, presente em
EHI, foram encontradas 38 atividades bioldgicas, segundo a plataforma PASS. Destas
atividades, 9 apresentaram valor de Pa > 0,7, incluindo a predicdo da atividade antineoplasica
(Pa =0,813) (Tabela 4). Valores de Pa > 0,7 identificam maiores chances de confirmar a acdo
bioldgica da molécula quando submetida a atividade experimental. A atividade antioxidante
também apresentou resultados positivos, com 0,7 > Pa > 0,5 (Pa = 0,648) para o efeito
“Antioxidante” e “Sequestrador de radicais livres” (Pa = 0,564). Valores de Pa entre 0,7 € 0,5
indicam menores chances de a molécula possuir atividade experimental comprovada.
Entretanto, se confirmada tal atividade, a molécula torna-se um candidato com provavel menor
similaridade aos produtos farmacéuticos conhecidos (FILIMONOV et al., 2014).
Posteriormente, a atividade antioxidante de EHI (que continha lapachol como ativo) foi

avaliada experimentalmente.



Tabela 4 — Predicéo de atividades biolégicas de lapachol (in silico) utilizando o PASS.

Atividade biologica

Agonista de integridade de membrana

Inibidor da NAD(P)+-arginina ADP-
ribosiltransferase
Agonista da apoptose

Antisseborreico
Antineoplésico

Inibidor da peroxidase lipidica

Protetor mucomembranoso
Inibidor da expressdao de MMP9

Inibidor da sintase de acil-CoA graxo

Intensificador de expresséo TP53
Inibidor de expressao de NOS-2
Imunossupressor
Antioxidante
Antineoplésico (cancer de mama)
Hemostatico
Semelhante a vitamina K
Inibidor da oxidorredutase
Anti-inflamatério
Antiflngico
Inibidor de ades&o plaquetaria
Inibidor da expressdo de JAK2
Inibidor de liberacéo de histamina
Antimutagénico
Antipruriginoso
Antiulcerativo
Sequestrador de radicais livres
Citostatico
Inibidor de peroxidase
Tratamento de alopecia
Quimiopreventivo
Anticarcinogénico
Antipruriginoso, antialérgico
Clareador de pele
Antiviral (Herpes)
Antipsoriatico
Tratamento de mucosite
Antibacteriano

Inibidor da glicosiltransferase de
peptidoglicano

Pa
0,940

0,896

0,884
0,827
0,813
0,752
0,770
0,720
0,723
0,692
0,658
0,671
0,648
0,637
0,631
0,626
0,640
0,636
0,612
0,628
0,623
0,600
0,591
0,597
0,577
0,564
0,562
0,569
0,542
0,507
0,504
0,506
0,472
0,466
0,448
0,489

0,472
0,370

Pi
0,004

0,004

0,005
0,014
0,010
0,004
0,027
0,005
0,010
0,028
0,003
0,020
0,004
0,008
0,004
0,001
0,026
0,025
0,017
0,006
0,028
0,011
0,010
0,016
0,013
0,007
0,017
0,029
0,035
0,014
0,019
0,038
0,004
0,015
0,033
0,077
0,019

0,066

Pa = Probabilidade de ser ativo; Pi = Probabilidade de ser inativo.
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O lapachol é uma molécula de atividade antineoplasica bem descrita pela
literatura. Contudo, h& poucos estudos que identifiquem a atividade da molécula sobre
linhagens tumorais de melanoma. Desta forma, de acordo com o predito com o software PASS,
foi investigada in silico a atividade antineoplasico do lapachol, porém sobre linhagens celulares
especificas. Na Tabela 5, é possivel observar os valores de Pa e Pi encontrados para o lapachol.
Foram detectadas trés linhagens celulares com valores de Pa > 0,3 (A2058, SK-MEL-1 e M19-

MEL). Dentre estas, a segunda constitui uma linhagem de melanoma metastatico.

Tabela 5 — Predicdo de atividade antineoplasica da molécula de lapachol utilizando o CLC-
Pred.

Linhagem celular Atividade Pa Pi IAP
A2780CisR Ca_rcmomfa o_varla_no 0,935 0,003 0,838
resistente a cisplatina
SK-LU-1 Adenocarcinoma 0,551 0,026 0,81
HepG2 Hepatoblastoma 0,53 0,044 0,873
SF-295 Glioblastoma 0,517 0,022 0,884
U-251 Astrocitoma 0,516 0,023 0,883
NCI-H187 Carcinoma de p,ulmao de 0,514 0,008 0,846
pequenas células
OCI-AML2 Leucemia mieloide 0,484 0,072 0,803
aguda do adulto
HOP-18 Carlcmoma~de pulméo de 0,479 0,009 0,933
celulas ndo-pequenas
HCC1937 Carcinoma de mama 0,471 0,031 0,806
A2058 Melanoma 0,465 0,02 0,859
NCI-H441 Adenoc_a,rcmoma 0,463 0,04 0,813
papilifero
0S-RC-2 Carc]noma renal de 0,455 0,027 0,812
células claras
Carcinoma de células 0,454 0,004 0,966
KB escamosas relacionado
ao papilomavirus
humano
HL-60 LgucemJa _ 0,436 0,056 0,881
promieloblastica
SK-MEL-1 Melanoma metastatico 0,435 0,044 0,808
Carcinoma renal de 0,425 0,016 0,845
RCC4 ,
células claras
MONO-MAC-6 Leucemia monocitica 0,417 0,087 0,807
aguda do adulto
M19-MEL Melanoma 0,397 0,048 0,925

Pa = Probabilidade de ser ativo; Pi = Probabilidade de ser inativo; IAP = Invariant Accuracy of Prediction. Este
coeficiente refere-se a precisao da predicdo para cada linhagem celular avaliada.
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5.3.2 Predicdo da penetragdo cutinea
Para a avaliagdo da penetracdo cutanea de lapachol, os valores de cada teste (cm/s)

estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Avaliagdo in silico da molécula de lapachol quanto & penetracdo cutanea (log Kp).

SwissADME  PreADMET pkCSM Potts & Guy Barratt
-5,80 -0,0007774 -0,7308 -5,974447 -7,970811

Todos os valores estdo expressos em cm/s.

Conforme Ottaviani, Martel e Carrupt (2008), os agentes quimicos sdo divididos
em duas classes quanto a penetrago através da pele humana: alta penetragdo (log Kp > -6 cm/s)
ou os de baixa penetracdo (log Kp <—6 cm/s). Desta forma, a molécula de lapachol demonstrou
possuir, segundo a predi¢do, uma alta penetracao na pele, segundo as ferramentas SwissADME,
PreADMET e pkCSM, além da equagdo de Potts & Guy. Apenas a equagdo de Barratt

identificou o lapachol como uma molécula de baixa penetracao cutanea.

5.4 Atividade antioxidante (AA%) — Método do DPPH

O ensaio do DPPH revelou uma forte atividade antioxidante para EHI, conforme
apresenta o Grafico 5. Na concentragdo de 20 pg/mL, o extrato foi capaz de sequestrar 93,74 +
0,6% do radical DPPH. Este valor ndo foi estatisticamente diferente do efeito demonstrado pelo
padrao vitamina C (1 mg/mL), que apresentou inibi¢cdo de 95,89%. Através da equacdo da reta,

foi calculada a IC50 para EHI, sendo igual a 10,17 = 0,51 ug/mL.



Grafico 5. Atividade antioxidante de EHI pelo método do DPPH. (a)
Atividade antioxidante de EHI por espectrofotometria a 518 nm (DPPH);
(b) Curva de atividade antioxidante de EHI pelo método do DPPH (518

nm).
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Os valores estdo expressos como média + DP. * p < 0,05 vs controle (ANOVA seguido
de pos-teste de Tukey).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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5.5 Desenvolvimento de formulacdes para uso topico a partir do extrato seco do cerne de
H. impetiginosus (EHI)

As formulagdes de gel (GHI) e emulgel (EGHI) contendo EHI foram preparadas,
caracterizadas apds 24h horas e, apos o teste de centrifugacdo, submetidas ao teste de

estabilidade por 30 dias.

5.5.1 Estudo de porcentagem de cossolvente e pH
Através da analise microscopica, foi possivel detectar a concentracdo de
cossolvente etanol:propilenoglicol (70:30) (EtOH:Prop) igual a 50% como a menor

concentragdo testada que promoveu a melhor dissolugdo do farmaco (Figura 20).

Figura 20 — Estudo de porcentagem de cossolvente EtOH:Prop
para EHI. (a) 40% de EtOH:Prop; (b) 50% de EtOH:Prop; (¢)
60% de EtOH:Prop; (d) 70% de EtOH:Prop. Figuras obtidas

com iPhone 7 (Apple® Inc.). Aumento 40x.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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5.6 Caracterizacio e estabilidade das formulacoes de GHI e EGHI
5.6.1 Analise macroscépica

A andlise macroscopica de GHI e EGHI apresentou uma cor vermelha intensa,
aparéncia brilhante, com uma textura agraddvel e odor etandlico, além de adocicado,

amadeirado e agradavel (Figura 21).

Figura 21 — Aparéncia macroscopica de GHI (esquerda) e

EGHI (direita) apos 24h do desenvolvimento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.2 Analise microscopica
Sob o microscopio, tanto a amostra de GHI quanto de EGHI apresentavam auséncia
de cristais, assim como na matriz oleosa gelificada do emulgel. A Figura 12 abaixo ilustra a

forma de verifica¢do da presenca de cristais nas formulacdes. (Figura 22).
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Figura 22 — Microfotografia de GHI (a) ¢ EGHI (b) em aumento de 40x.
MIlcrotografias de formulagdes prototipo de GHI com EHI a 1% para ilustrar a

auséncia (c) e a existéncia (d) de cristais sob filtro de luz polarizada (Figuras obtidas

com smartphone).

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.3 Centrifugacdio
O teste de centrifugacao realizado nas condigdes apresentadas ndo revelou nenhum
sinal de separagdo de fases, tanto para GHI quanto para EGHI, como ¢ possivel identificar nas

imagens abaixo (Figura 23).
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Figura 23 — Amostras de GHI (a esquerda) e EGHI (a direita) apds o teste

de centrifugacdo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.4 Determinacgdo do pH

Todas as formulac¢des foram ajustadas para um pH de aproximadamente 7,0 £ 0,2,
porquanto em pH mais bésico ou neutro o ativo presente no extrato seco ¢ mais solavel,
condicdo essencial para a sua absor¢do (AULTON, 2016; GONCALVES; BRAGA;
SANTANA, 2003). Os valores de pH apresentados apds 24h e até 30 dias estdo dispostos na
Tabela 7.

Tabela 7 — Determinacdo do pH das amostras de GHI e EGHI ap6s 24h até D30.

Amostra Tempo (Dias)
D1 D5 D10 D15 D30
GHI 7,2+0,07 715+015 7,17+0,16 7,06+0,21 7,26+0,08
EGHI 704+£009 687+006 70x+0,07 691+006 7,01+0,08

Os valores estdo expressos como média = DP. D = Dia. * p < 0,05 vs controle (ANOVA seguido de pos-teste de
Tukey).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

GHI e EGHI, em D5-D30, ndo demonstraram diferenca significativa de pH em
relagdo a D1, mantendo-se estaveis durante todo o periodo de ensaio. Quando comparadas, as
formulacdes também ndo apresentaram diferenca significativa para todos os periodos

analisados (teste T com corre¢ao de Welch, p > 0,05) (Gréfico 6).
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Grafico 6 — Determina¢do do pH de GHI e EGHI por 30 dias.
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Os valores estdo expressos como média = DP. D = Dia. * p < 0,05 vs controle (ANOVA seguido

de pos-teste de Tukey); quando GHI vs EGHI (teste T com corregdo de Welch).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.5 Densidade

A densidade de GHI e EGHI ao longo do periodo avaliado foi representada no
Grafico 7. Os valores de densidade ndo apresentaram alteragdo significativa durante 30 dias,
quando comparadas ao controle D1 (p > 0,05).

Quando comparadas, GHI e EGHI nado apresentaram diferenca significativa nos
dias analisados. Para D30, entretanto, a analise estatistica nao pdde ser aplicada, pois apenas
uma amostra de gel apresentou volume suficiente para o ensaio, inviabilizando o calculo da

média necessaria ao teste T.
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Gréfico 7 — Determinacgdo da densidade das formulages durante 30 dias (Média + DP).
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Os valores estdo expressos como média = DP. D = Dia. * p < 0,05 vs controle (ANOVA seguido de
pos-teste de Tukey); quando GHI vs EGHI (teste T com corregdo de Welch).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.6 Espalhabilidade

A espalhabilidade ¢ de extrema importancia na avaliagdo destas formulagdes, ja que
a administragdo da forma farmacéutica deve ter um sensorial adequado, que facilite a aplicagao
do produto sem escorrer pela pele (AULTON, 2016). O grafico 8 e a Tabela 8 apresentam os

resultados alcangados para as amostras de GHI e EGHI.
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Grafico 8 — Medida de espalhabilidade de GHI (a) e EGHI (b) (D1 e D30).
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Os valores estdo expressos como média. D1 =Dia 1; D30 = Dia 30; RQM = Raiz
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

E observada uma diminui¢io da espalhabilidade tanto para GHI quanto para EGHI,
no intervalo de D1 a D30, entretanto essa diferenca ndo ¢ significativa (Tabela 5). As
formulacdes de gel e emulgel também foram avaliadas quanto a uma possivel variagdo na

espalhabilidade ao longo do tempo, entretanto ndo houve diferenca significativa para nenhum

dos periodos (ANOVA, p > 0,05).



Tabela 8 — Espalhabilidade das amostras de GHI e EGHI sob peso
acumulado maximo de 1420,8649 g em D1 e D30.

Amostra D1 D30
GHI ‘ 27792 + 167.,5 ‘ 2528.3 +363,6
EGHI 2735.8 + 846,0 2585.5 + 2353

Os valores estio expressos como média. D1 = Dia 1; D30 = Dia 30. D = Dia. GHI
vs EGHI (teste T com corregao de Welch).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.7 Determinacgdo do comportamento reologico

68

A viscosidade é definida como a medida de resisténcia da amostra ao fluxo,

representada por uma tensdo de cisalhamento aplicada, também representada por valores de

velocidade (AULTON, 2016). A determinacao do comportamento reoldégico de GHI apresentou

um aumento significativo da viscosidade em D30 quando comparada ao controle D1 (Grafico

9a). Este resultado ndo se repetiu para as amostras de EGHI (Figura 12b).

Além disso, foi possivel observar uma diminui¢do nos valores de viscosidade a

medida que se elevou a velocidade a qual as formulagdes eram submetidas, em todos os tempos

analisados, para GHI e EGHI (Grafico 9). Este resultado revela um comportamento

pseudopléstico para as duas amostras.

Grafico 9 — Determina¢do do comportamento reologico de GHI (a) e EGHI (b) (Média + SD).

GHI (a) EGHI
51+
- D1
5.0
\\*\* - DS 49 y
Y -+ D10 ' 'Q:h-«
— - % 4.8+ -y
——

(b)

Sar-
4.6
4.5
44

S=——

//

| I N N R N R N | T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 101
Velocidade (rpm) Velocidade (rpm)

(@) (b)

* p < 0,05 vs controle (ANOVA seguido de pos-teste de Tukey)
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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O grau de pseudoplasticidade pode ser avaliado observando o coeficiente angular
obtido através da equacdo da reta de cada dia avaliado. Desta forma, foram obtidos os
coeficientes dispostos na Tabela 9. Para GHI e EGHI, o coeficiente angular apresentou valores
elevados quando comparados D1 e D30. As amostras, em D30, possuiam maior tendéncia a
reducdo dos valores de viscosidade aparente em relacdo ao aumento da velocidade, se

comparadas a D1.

Tabela 9 — Grau de pseudoplasticidade (cp/rpm) das amostras de
GHI e EGHI em D1 e D30.

AMOSTRA D1 D30
GHI 0,2766 0,4281
EGHI 0,277 0,3153

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Por fim, foi detectada uma superioridade nos valores de viscosidade para GHI em
relacdo a EGHI, em todos os periodos analisados (Grafico 10). Apesar desta diferenga ter sido
significativa apenas para D1 (p = 0,0344), macroscopicamente a variagdo de viscosidade entre
as amostras era evidente. Outro indicio da maior viscosidade do gel ¢ o fato de em D30 o
experimento ter sido realizado até a velocidade de 6 rpm (para GHI), devido ao alto torque

indicado pelo equipamento quando as amostras foram submetidas a velocidades superiores.



70

Gréfico 10 — Comparacdo do comportamento reoldgico de GHI e EGHI por dia de anélise
(Média + SD).
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(a) D1 =dia 1; (b) D2 = dia 2; (c) D3 =dia 3; (d) D4 = dia 4; (e) D5 =dia 5; * p < 0,05, sendo GHI vs EGHI
(teste T com corregdo de Welch).
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.6.8 Perfil de liberagdo in vitro de lapachol a partir de GHI e EGHI
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As formulagdes de gel e emulgel de EHI (GHI e EGHI, respectivamente) foram
submetidas ao teste de liberacao in vitro com tempos de coleta iguaisa 1, 2,3,4,5,6,7,8, 9,

10 e 12h. O perfil de liberagdo pode ser visualizado no Gréafico 11 abaixo.

Grafico 11 — Perfil de liberagao de GHI e EGHI em dissolutor a 32°C e
50 rpm apds 12h.
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LAP: lapachol.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Através do Grafico 11, é possivel observar a liberacdo crescente de lapachol ao longo
do tempo, para as duas formulagdes, parecendo exibir um perfil controlado e constante de liberacao
de lapachol até o periodo avaliado. De acordo com a figura, EGHI foi capaz de liberar 30,54% do

farmaco em um periodo de 12h, enquanto GHI liberou apenas 13,34% no mesmo periodo.

5.6.9 Estudo cinético de liberagdo do lapachol a partir de GHI e EGHI

Para a determinagdo do mecanismo de liberacdo do lapachol a partir das formulacdes
de GHI e EGHI, o perfil de liberacao obtido foi submetido a modelos cinéticos através da
disposicdo dos dados em graficos de dispersdao XY (Gréfico 12), a fim de obter o coeficiente de

correlagdo (R?).
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Grafico 12 — Modelos cinéticos de ordem zero (a), primeira ordem (b), Higuchi (c) e Korsmeyer-Peppas

(d) aplicados ao perfil de liberagdao de lapachol a partir de GHI e EGHI.

ORDEM ZERO

50 y =1,5968x+ 10,021
R*=10,8525

Lap liberado (%)
[95]
o

GHI
20 —e—EGHI
10 g y =0,647x+4,9797
R>=0,7982
0
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)
(a)
HIGUCHI
35
y =9,1443x- 0,2967

30 R2=0.9848
-~ 25
8
E 20
=
£ 15 GHI
= —e—EGHI
&
- 3 y =3,9992x+0,1999

R2=0,9948
0
0 1 2 3 4
-3

Raiz quadrada do tempo

(©

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Através dos modelos cinéticos descritos, a liberacdo do lapachol a partir de GHI e

EGHI demonstrou melhor ajuste ao modelo de Higuchi (Tabela 10). Desta forma, a liberacao de

lapachol ocorreu principalmente através de um processo de difusdo baseado na Lei de Fick

(COSTA; LOBO, 2001).

Tabela 10 — Valores de R? para a cinética de liberagio de lapachol a partir de GHI e EGHI,

conforme modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

AMOSTRA ORDEM ZERO PRIMEIRA HIGUCHI KORSMEYER-
ORDEM PEPPAS
GHI 0,7982 0,6955 0,9948 0,9904
EGHI 0,8525 0,7663 0,9848 0,982

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Por fim, através das equagdes da reta obtidas para o modelo de Higuchi, foi possivel
determinar a velocidade de liberagdo do lapachol (coeficiente angular) a partir de GHI e EGHI,
conforme apresentado na Tabela 11. O valor do coeficiente angular () da equagao da reta de
EGHI foi superior ao valor de a de GHI, demonstrando um fluxo maior e, portanto, liberando

maior quantidade de lapachol por unidade de tempo.

Tabela 11 — Valores de velocidade (%/Vh) de liberagdo para GHI e EGHL.

AMOSTRA Velocidade (%/\h) R
- 3,9992 0,9948
EGHI 9,1443 0,9848

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo produziu o extrato seco (EHI) a partir da tintura (THI) do cerne
de pau d’arco (Handroanthus impetiginosus), ¢ avaliou suas atividades biologicas in silico.
Além disso, foi determinado o seu potencial antioxidante in vitro através do teor de compostos
fenodlicos totais e da capacidade de sequestro do radical DPPH. Foram ainda desenvolvidas
formulagdes para uso topico na forma de gel (GHI) e emulgel (EGHI).

O pau d’arco ¢ uma espécie vegetal bastante estudada desde o século passado,
principalmente pelas atividades demonstradas pelos seus compostos majoritarios, dentre eles o
lapachol. J& foram produzidos e estudados extratos metandlicos (PIRES et al., 2015; EUN et
al., 2012), hexanicos (SANTOS, 2012), etandlicos (JIN et al., 2018; LEE et al., 2012), aquosos
(BYEON et al., 2008) e hidroalcoolicos (SILVA et al., 2022), avaliando diferentes efeitos, como
antioxidante, anti-inflamatorio e analgésico. Para o presente estudo, foi desenvolvido um
extrato seco a partir da tintura do pau d’arco. Os extratos secos possuem maior estabilidade a
longo prazo e menor possibilidade de contaminag¢do microbiana (AULTON, 2016). Podem ser
produzidos a partir de diferentes técnicas de secagem, como spray-drying, evaporagao rotativa,
liofilizagdo e secagem em estufa (ELNAKER et al., 2021).

A secagem em estufa foi a técnica utilizada para a producao de EHI, pois representa
uma alternativa eficaz, de baixo custo, disponivel e que poderia evitar grandes perdas de
compostos presentes no complexo fitoterapico. Nos estudos de ElNaker et al. (2021), por
exemplo, ao realizar a secagem em estufa de extratos de Arthrocnemum macrostachyum, foi
observada uma eficacia semelhante a liofilizacdo quando analisada a preservacdao de
metabolitos. Entretanto, os autores destacaram que o resultado se deu quando o solvente
utilizado foi etanol a 50%. Os extratos aquosos nao apresentaram a mesma eficacia quando as
técnicas foram comparadas (ELNAKER et al., 2021).

Para a producdo de THI, foi escolhido o po retido pelos tamises de 1,4 mm a 250
um. Segundo Silva et al. (2013), a distribui¢do granulométrica das drogas vegetais permite
estabelecer uma superficie de contato disponivel para a interagcdo com o solvente escolhido para
a realizagdo da extracdo, podendo torna-la mais eficiente (MIGLIATO et al., 2011).

A THI produzida revelou densidade proxima a do etanol (TTa =0,8836 g/mL; EtOH
= 0,789 g/mL). Segundo o Anexo D da Farmacopeia Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019), uma
densidade de 0,8836 g/cm? corresponde a concentragiio de 71,4% v/v de etanol em uma solug3o,
valor aproximado da porcentagem total de etanol utilizada para o preparo da tintura. Este dado
indicou um teor reduzido de residuo seco em sua composi¢do, o que foi confirmado

posteriormente pelo ensaio de residuo seco, sendo igual a 0,683%. Seguindo a caracterizagao
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de THI, o teor de lapachol foi igual a 0,14%.

A partir de THI, foi produzido o EHI, cuja aparéncia macroscopica terrosa com
cristais caracteristicos indicaram a presenca de lapachol (FONSECA; BRAGA; SANTANA,
2003). Em sua caracterizacao fisico-quimica, foram encontrados niveis de perda por dessecagao
(2,79%) dentro do especificado (geralmente ndo superior a 5% p/p), segundo a Farmacopeia
Brasileira 6* Ed. (BRASIL, 2019).

Segundo a monografia da espécie, o lapachol e a B-lapachona sdo os compostos
majoritarios encontrados no tronco da planta (BRASIL, 2015). Em EHI, o lapachol estava
presente em um teor igual a 240,8 pg/mg. Nao foram encontrados estudos que avaliaram o teor
de lapachol em extratos extraidos da espécie.

As predigdes in silico das moléculas podem indicar possiveis efeitos que podem ser
confirmados em procedimentos experimentais (EKINS; MESTRES; TEHI, 2007). No presente
estudo, a molécula de lapachol apresentou resultados de Pa que apontavam a atividade anti-
inflamatoria (0,636), antineoplésica (0,813) e antioxidante (0,648) como possiveis efeitos
atribuidos ao lapachol. Além disso, foram demonstrados resultados relevantes quanto a predi¢ao
da penetragdo cutdnea da molécula. Estas acdes do lapachol ja sdo descritas pela literatura,
entretanto ndo foram encontrados dados in silico que fornecessem estas predi¢des. O efeito anti-
inflamatoério e antioxidante do lapachol podem auxiliar a sua atividade antineoplésica (LIRA et
al., 2004; LIRA et al., 2008; LOPES et al., 2021).

Para o potencial antioxidante, a literatura ja apresenta estudos relacionados a
espécie H. impetiginosus, como a atividade de glicosideos fenilpropanoides contidos em extrato
aquoso, determinada por meio do ensaio do DPPH (SUO et al., 2013) e a protecdo contra o
estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio em algumas células (LEE; PARK;
YUM, 2012). Entretanto, ndo foram encontrados estudos que descrevessem o potencial
antioxidante do extrato seco da espécie vegetal produzido a partir de sua tintura, uma
preparagdo hidroalcoolica. A atividade antioxidante ¢ também apresentada pela molécula de
lapachol (LOPES et al., 2021; PAJOUDORO et al., 2020). Dentro do fitocomplexo, porém,
outros compostos podem ser responsaveis sinergicamente pela atividade bioldgica (SUO et al.,
2013).

Segundo Pires ef al. (2015), a presenca de compostos fendlicos ¢ um indicativo da
presenca de atividade antioxidante. Estes possuem propriedades redutoras que sdo responsaveis
pela neutralizacdo ou sequestro de radicais livres. Para EHI, o teor de polifenodis encontrado foi
igual a 257,11 + 3,8 mgEAG/g, sendo considerado expressivo. Este resultado se mostrou

superior ao das amostras analisadas por Pires et al. (2015), que estudaram extratos e
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suplementos dietéticos preparados a partir da casca de 7. impetiginosa: extratos metanolicos
(247,50 + 8,93 mgEAG/g), extratos preparados por infusdo (8,11 = 0,24 mgEAG/g),
suplementos na forma de comprimidos (14,54 + 0,90 mgEAG/g) e xarope (29,43 + 0,56
mgEAG/g). Santos (2012) avaliou extratos etandlicos das folhas e da casca de 7. impetiginosa
(13,1 £ 0,8 mgEAG/g e 49,3 £ 0,1 mgEAG/g, respectivamente), bem como o extrato hexanico
extraido das folhas (6,9 £ 0,1 mgEAG/g). Para estas amostras, os valores obtidos de teor de
fenois foram inferiores ao encontrado no presente estudo. Vale destacar o menor teor encontrado
nas folhas em relagdo a casca. O resultado maior no teor de fenois encontrado pode ser devido
ao local de extracdo da planta, bem como a forma de extragdo (CHAGAS-NETO, 2022).

Em seguida, a atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH. EHI
revelou uma atividade antioxidante (AA%) bem expressiva, obtendo uma inibi¢ao de 93,74 +
0,6% na concentragdo de 20 pg/mL. A vitamina C, controle positivo do ensaio, apresentou valor
igual a 95,89%, na concentraciao de 1 mg/mL. Nos estudos realizados por Pires et al. (2015), o
extrato metanolico de 7. impetiginosa revelou uma atividade antioxidante muito inferior (ICso
=680 + 0,03 pg/mL) a de EHI (ICso = 10,17 + 0,51 pg/mL). Esta diferenca tdo elevada nos
valores de AA% pode ser devido a variagdes na realizacao do ensaio do DPPH e nas técnicas
de producao dos extratos, o que poderia ter gerado alteracdes na composi¢do qualitativa e
quantitativa da amostra de EHI (CHAGAS-NETO, 2022).

Os resultados sugerem que os compostos antioxidantes do fitocomplexo do EHI
seriam importantes no tratamento de doengas que possuem a liberag@o de radicais livres como
parte do seu mecanismo fisiopatoldgico, como o cancer. No tratamento de neoplasias da pele,
algumas formulagdes sdo descritas pela literatura como potenciais ativos. As formulagdes para
uso topico sao vantajosas pela alta adesdo dos pacientes, especialmente pela aplicagdo facilitada
e ndo invasiva. Formulacdes tdpicas a base de lapachol estdo sendo estudadas ha mais de 30
anos, em busca de preparagdes com maiores valores de liberagdo e de penetragdo do farmaco,
e com caracteristicas fisico-quimicas que facilitem esta difusdo, como a auséncia de cristais de
lapachol (LIRA et al., 2004; LIRA et al., 2008; SANTOS et al., 1991).

As formulagdes desenvolvidas a partir de EHI (GHI e EGHI) foram caracterizadas
apods 24 horas, e os ensaios foram repetidos nos periodos de 5, 10, 15 e 30 dias.

A andlise macroscopica apresentou resultados compativeis com o descrito na
literatura. A cor vermelha intensa das formulacdes esta ligada a presenca do lapachol em pH
neutro ou basico, como nas formulagdes desenvolvidas (GHI: 7,2 + 0,07; EGHI: 7,04 + 0,09),
(FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003). Como o ativo possui solubilidade maior em pH

alcalino, a adicdo de AMP ao final do preparo promoveu a ionizacdo do composto € uma
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consequente mudanca de coloragdo das formulagdes. Segundo Fonseca, Braga e Santana
(2003), o lapachol confere as solu¢des uma cor vermelha brilhante quando esta na presenca de
hidroxido de so6dio. Nesta reacao, ¢ formado um sal sodico soluvel extremamente ativo como
corante. Com relagdo ao odor, a caracteristica etandlica e o odor proprio descrito da amostra
apresentado pelas formulagdes também era esperado, ja que 35% da formulagdo foi composta
de etanol e a monografia oficial da espécie ja relatava seu odor agradavel, observado também
durante as etapas de preparo de EHI (BRASIL, 2015).

Resultado semelhante foi encontrado por Salgado (2008) ao desenvolver
formulagdes de gel para o tratamento de dermatite no couro cabeludo com
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Foram preparadas 7 formulagdes, sendo duas com HPMC
a 1% e 30% de alcool isopropilico e cinco com HPMC em diferentes concentragdes (0,25%;
1%; 1,5%; 2% e 3%) e alcool isopropilico (AISO) a 40%, na tentativa de tornar as formulacdes
menos opacas. Todas as formulagdes com AISO a 40% apresentaram odor de alcool isopropilico
(SALGADO, 2008).

Em estudo publicado em 2004, Lira et al. desenvolveram formulacdes de gel de
lapachol, submetendo-as a um estudo de liberagdo in vitro. Os géis que apresentaram melhores
perfis difusionais foram os de Carbopol 934P, em formulagdes incorporadas em pH 8, nas
concentracgoes de 0,5% ou 1% de lapachol. Entretanto, os autores relataram que, para todas as
formulacdes com 1% de lapachol, os testes identificaram a presenca de pequenos cristais do
ativo ndo solubilizado. No presente estudo, a auséncia de cristais na analise microscopica das
amostras de GHI e EGHI demonstram a dissolu¢ao do farmaco. A adicdo dos cossolventes
etanol e propilenoglicol (GHI e EGHI), assim como de TACC e TS80 (EGHI) pode ter facilitado
o processo de incorporacao do ativo na formulacao em sua forma dissolvida (AULTON, 2016;
CHEON et al., 2021).

Ao longo do tempo, algumas formulagdes manifestam instabilidade, devido a
fatores como degradagdo dos constituintes ou o incorreto armazenamento das formulagdes
(temperatura, embalagem) (FACCI et al., 2020). Desta forma, os testes de estabilidade sao
necessarios para verificar sinais de instabilidade do produto. O teste de centrifugagdo ¢ um
ensaio preconizado pela ANVISA para cosméticos, mas pode auxiliar na determinag¢do do
seguimento ou ndo da formulagdo para os testes de estabilidade preliminar. Como as amostras
de GHI e EGHI nao manifestaram nenhuma separagdo de fases ou outro indicio de que a
formulagdo estaria instavel, a formulagao foi considerada aprovada para o inicio dos ensaios de
estabilidade (BRASIL, 2004).

A determinacao do pH € de extrema relevancia para estas formulagdes, pois o ativo
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possui melhor dissolu¢do em pH mais basico, tendo um pKa de aproximadamente 6,2
(CAMPANHOLI et al., 2018). Desta forma, apds observacdes microscopicas da auséncia de
cristais com a utilizacdo de EtOH:Prop (70:30) a 50%, e considerando que formula¢des para
uso topico devem possuir valores de pH mais compativeis com a pele, foi escolhido o pH 7,0
para as formulagdes de GHI e EGHI (ALI; YOSIPOVITCH, 2013; FONSECA; BRAGA;
SANTANA, 2003; OOSSOWSKI et al., 2008). Outro fator que contribuiu para esta definicao
foi o perfil de liberagao de formulagdes topicas contendo lapachol apresentado por Lira ef al.
(2008). As preparagoes ajustadas para pH 8,0 apresentaram perfis de liberagao superiores as de
pH 7,0, seguidas daquelas ajustadas para pH 5,0. Entretanto, valores de pH acima de 7,0 sao
bem distantes da janela fisiologica de pH da pele humana, podendo causar irritacdes e dermatite
de contato (AODAH et al., 2021).

A administragdo de um produto por via topica também esta relacionada a adesao do
paciente (AULTON, 2016; SALGADO, 2008). Os resultados da avaliacdo da espalhabilidade
para GHI e EGHI em D30 correspondem aos observados no estudo de Daudt (2016), no qual
os valores para espalhabilidade do emulgel estudado foram maiores em relagdao ao gel
produzido. No presente estudo, foi observada uma reducao da espalhabilidade entre D1 e D30,
dado que pode estar relacionado a viscosidade, que mostrou aumento no mesmo periodo
avaliado, para as duas formulacdes. Este perfil de espalhabilidade ¢ importante para uma
preparagdo semissolida de uso topico, pois durante a aplicagdo o produto ¢ espalhado com
facilidade, devido a diminui¢ao da viscosidade sob a forca aplicada (AULTON, 2016). Quando
a administragdo € cessada e a preparagdo entra em repouso, sua viscosidade retorna ao valor
inicial, tornando-se maior e, portanto, garantindo que o produto ndo escorra (AULTON, 2005).

A viscosidade ¢ a medida de resisténcia da amostra ao fluxo, representado por uma
tensdo de cisalhamento aplicada (AULTON, 2016). Tanto a amostra de GHI como de EGHI
apresentaram comportamento pseudoplastico, no qual as formulagdes apresentaram redugao da
viscosidade aparente com o aumento da velocidade aplicada. Em formulagdes topicas, este tipo
de comportamento reologico ¢ importante para a administragdo do farmaco e esperado para os
hidrogéis de 4cido poliacrilico (como o Carbopol®), pois a formulagdo se deforma sob uma
tensdo exercida durante a aplicagdo, promovendo o espalhamento do produto e sua correta
administracao pela area desejada (AULTON, 2016).

Seixas (2018) desenvolveu uma formulagdo de gel de lapachol a 0,5% e, ao avaliar
o comportamento reologico, identificou o comportamento pseudoplastico para a amostra.
Santos et al. (1991) desenvolveram duas formulagdes de gel com Carbopol 934, e avaliaram

alguns parametros, como o comportamento reologico e o grau de cedéncia. Os autores
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observaram um comportamento pseudoplastico para as duas formulagdes, corroborando os
resultados encontrados. Além disso, destacaram que os dois géis foram capazes de atravessar a
membrana utilizada, com a formulacdo de gel A (Carbopol 934 — 1%:; propilenoglicol — 1%;
alcool 95° - 20%; trietanolamina pH =+ 6,8; lapachol — 0,2%) com maior grau de liberacdo nas
condi¢des do ensaio em relacdo a formulacao B (glicerina — 13,4%; NaOH a 10% até pH £ 6,8).

No presente estudo, o ensaio de liberagdo mostrou a capacidade de as duas
formulagdes desenvolvidas atravessarem a membrana durante o periodo analisado. Porém
EGHI demonstrou melhor perfil, promovendo a liberacdo 30,55% de lapachol em 12h, superior
a porcentagem de lapachol liberada por GHI (13,34%). O lapachol ¢ uma molécula fracamente
acida que, em pH alcalino, como nas formulagdes, esta mais dissolvido. Geralmente as formas
ndo ionizadas apresentam melhor perfil de liberagdo, entretanto a literatura descreve estudos
com moléculas na forma ndo ionizada com melhores perfis. Estudos anteriores com
formulagdes topicas de lapachol promoveram o ajuste do pH para 8,0, ap6s verificarem melhor
perfil de release. No presente estudo, porém, é possivel verificar a liberagdo de lapachol em
quase 50% (EGHI) mesmo em pH 7,0 (LIRA ef al., 2004).

Lira et al. (2004) descreveram as preparagdes de gel como as de melhor perfil de
liberagdo em relagdo aos emulgéis, por terem liberado maiores quantidades de farmaco no
periodo analisado, fato ndo observado no presente estudo. Provavelmente, esta diferenca esta
relacionada a composi¢cdo das formulagdes, ja que os emulgéis desenvolvidos no estudo do
autor contém alcool cetoestearilico, cetomacrogol 1000 e monoestearato de glicerila em sua
composicdo, além de 6leo mineral e oleato de isodecila. A composi¢cdo rica em Oleos das
formulacdes de Lira ef al. (2004) pode ter promovido uma “resisténcia” da molécula a liberagao.
Como o lapachol ¢ uma molécula lipofilica, um ambiente hidrofobico ¢ termodinamicamente
mais estavel para o fairmaco estar dissolvido (AULTON, 2016). Além disso, a formulacao de
emulgel (EGHI) preparada no presente estudo possui tensoativos que também podem agir como
promotores de penetragdao, como o Tween 80 € o Span 80 (HMINGTHANSANGA et al., 2022;
JUNYAPRASERT et al., 2012; MO et al., 2022).

No presente estudo, a diferenga de composicao entre as formulacdes de GHI e EGHI
se baseia na adi¢@o da fase oleosa aos emulgéis e na reducao em 5,5% de dgua em relacdo ao
gel. A fase oleosa adicionada pode ter causado a diminuigdo da viscosidade aparente e reduzido
a evaporacao de dalcool, permitindo a formulacdo possuir valores sempre menores de
viscosidade em relagdo ao gel. Formulacdes com viscosidade elevada podem influenciar a
liberagdo de farmacos (EID et al., 2023; LIRA et al., 2004). Este dado ¢ observado, por

exemplo, no estudo de Eid ef al. (2023), ao avaliarem a liberacdo de peroxido de benzoila a
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partir de nanoparticulas contidas em uma formulacdo de nanoemulgel com Carbopol. Os
maiores perfis de liberacdo foram obtidos para as formulagdes com 0,4% de Carbopol, cujo
valor de viscosidade foi menor em comparagao as formulagdes com 0,6%, 0,8% e 1% de
Carbopol. No presente estudo, a formulagdao de GHI, com maiores valores no ensaio de
comportamento reoldgico, apresentou os menores perfis de liberagao.

De acordo com os coeficientes de correlacdo (R?) obtidos, o modelo cinético de
liberacao que melhor se ajustou ao perfil de liberagao do lapachol foi o de Higuchi (HIGUCHI,
1963). Este modelo descreve a liberagao de farmacos baseada em um processo de difusao
fickiano. Esta relacdo pode ser utilizada para caracterizar varios modelos de liberacao
modificada de diferentes formas farmacéuticas, inclusive a liberagdo de farmacos a partir de
sistemas transdérmicos (COSTA; LOBO, 2001). Os carbomeros possuem a capacidade de
acomodar moléculas lipofilicas em sua matriz, liberando-as a medida que a agua penetra a
estrutura polimérica, fazendo-a se expandir. Isto se deve a alta capacidade de entumescimento
destes polimeros (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; ALMEIDA, 2019).

Este comportamento também foi identificado no estudo realizado por Seixas
(2018), no qual foi avaliada a liberacao de lapachol a 0,5% em uma formulagdo de gel, em um
tempo de até 6 horas. A formulacdo foi composta de carbopol Ultrex, Tween 80, etanol,
glicerina, trietanolamina e dgua. Os dados de perfil cinético obtido revelaram o modelo cinético
de Higuchi como o mais adequado para a formulagdo. Ellah ef al. (2019) também apresentaram
o mesmo modelo de cinética para a liberacdo de espindroina a partir de géis preparados com
Carbopol 934.

No presente estudo, os maiores coeficientes de correlagdo foram obtidos também
para o modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo ¢ utilizado para descrever a liberagcao de
farmacos a partir de matrizes poliméricas, quando o mecanismo nao ¢ bem conhecido ou em
situagdes que envolvem mais de um tipo de mecanismo de liberagdo: a difusdo, obedecendo a
Lei de Fick; e a erosdo, em um fendmeno de relaxamento das cadeias poliméricas do gel,
envolvendo a mudanga de estado da matriz. Esta parte de um estado semi-rigido a outro mais
flexivel. Desta forma, através do modelo de Korsmeyer-Peppas, tanto a difusdo como a erosao
sdo considerados processos determinantes na liberacdo do farmaco (COSTA; LOBO, 2001;
LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Lopes (2020) determinou o perfil de liberagdo in vitro de lapachol a partir de
solucdes micelares de misturas binarias, apresentando os modelos de Korsmeyer-Peppas e
Huguchi com os maiores valores de coeficiente de correlagio (R? = 0,9728 e 0,9537,

respectivamente).
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O perfil de liberagao controlado demonstrado pelas duas formulagdes ¢ desejavel e
vantajoso, pois permite uma liberacdo sustentada de lapachol ao longo do tempo, permitindo
que o numero de aplicagdes do produto seja diminuido, o que confere maior adesdo ao

tratamento.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho produziu e caracterizou a tintura e o extrato seco do cerne de
Handroanthus impetiginosus, confirmando a presenca de lapachol na composi¢do destas
amostras. Além disso, apontou importantes efeitos biologicos do lapachol preditos por meio de
ensaios in silico, demonstrando sua provavel citotoxicidade contra células de melanoma,
inclusive linhagens metastaticas, dados ainda incipientes na literatura. O potencial antioxidante
também predito para o lapachol presente em EHI foi confirmado para este extrato por meio das
metodologias experimentais, o que corrobora o possivel papel de EHI no tratamento adjuvante
de neoplasias, aliada ao seu efeito anti-inflamatério descrito por estudos prévios.

A partir de EHI, foram desenvolvidas duas formula¢des para uso tdpico (gel e
emulgel), que se apresentaram estaveis durante o periodo de analise (30 dias) com relacdo ao
pH, densidade, aparéncia macroscopica e microscopica. Entretanto, os valores de viscosidade
aparente, para as duas formulagdes, apresentaram valores elevados ao fim dos testes, indicando
uma provavel evaporagcdo do solvente. Desta forma, s3o necessdrios mais estudos que
verifiquem a porcentagem de alcool presente nas formulagdes ao longo do tempo, bem como a
definicdo da embalagem mais adequada para acondicionar as formulacdes.

Finalmente sdo necessarios outros trabalhos que explorem as atividades biologicas
de EHI, com base no que foi predito nos ensaios in silico para a molécula de lapachol, avaliando
o efeito anti-inflamatorio, imunomodulador e citotdéxico sobre linhagens celulares nativas do

organismo (como melandcitos) e linhagens neoplasicas de melanoma.
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