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Resumo

Neste trabalho foi obtido o 6leo essencial das partes aéreas da planta medicinal Mentha
crispa L., extraido a partir de cultivo racional sem uso de agrotoxicos, através do
processo de hidrodestilacdo com uso de solvente organico. O 6leo essencial foi avaliado
quanto as propriedades fisico-quimicas e sua composi¢cdo, quanto aos constituintes
majoritarios, através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram realizadas analises
toxicologicas do 6leo essencial através da avaliacdo da toxicidade aguda e sub-crénica
por via oral em ratos Wistar e, determinac¢do da DLso. A partir da realizacdo de testes in
vitro e in vivo, o 6leo essencial de M. crispa contendo 40-50% de Oxido de piperitenona
foi avaliado quanto a atividade amebicida e tricomonicida contra Entamoeba histolytica e
T. vaginalis em diferentes concentragbes. A partir desses resultados, comprimidos
flutuantes de libertagdo modificada (CFLM) com atividade parasiticida foram produzidos a
partir do 6leo essencial da Mentha crispa, tendo como principio ativo o constituinte
terpénico 6xido de piperitenona. Os comprimidos foram fabricados a base dos excipientes
HPMC KA4M, bicarbonato de sédio e &cido citrico e foram analisados quanto aos
parametros farmacotécnicos, fisico-quimicos e microbiol6gicos. Para estas analises,
foram desenvolvidas e validadas metodologias analiticas para quantificar o marcador /
principio ativo 6xido de piperitenona, obedecendo aos critérios da USP-34. Os testes
mostraram que os comprimidos flutuantes apresentaram excelentes caracteristicas de
flutualidade, aumentando o tempo de retencdo gastrica do principio ativo da droga
vegetal, liberado de forma modificada por mais de 8 horas. Estes resultados foram
comprovados através dos estudos realizados in vitro (flutualidade versus dissolucéo) e
radiograficos, realizados em cées por via oral, monitorados pelo periodo de 12 horas

consecutivas.

Palavras-chave: Mentha crispa, comprimidos flutuantes de libertacdo modificada,

Entamoeba histolytica e T. vaginalis.



Abstract

In this work the essential oil was obtained from the aerial parts of the medicinal plant
Mentha crispa L., extracted from rational cultivation without the use of pesticides, through
the process of steam distillation with organic solvent. The essential oil was evaluated
based on the physicochemical properties and composition, by gas chromatography-mass
spectrometry (GC / MS) and high performance liquid chromatography (HPLC).
Toxicological tests were performed on the essential oil by evaluating acute and sub-
chronic oral in rats and determining the LDso. From the tests in vitro and in vivo, the
essential oil of M. crispa containing 40-50% oxide piperitenone was evaluated for
amebicide tricomonicide activity against Entamoeba histolytica and T. vaginalis in different
concentrations. From these results, modified release floating tablets (MRFT) with
parasiticide activity were produced from the essential oil of Mentha crispa, with the active
constituent terpene oxide piperitenone. The excipients that were used in the manufacture
of the tablets were HPMC K4M, sodium bicarbonate and citric acid. The tablets were
analyzed for pharmacotechnical, physical-chemical and microbiological parameters. To
perform theses analysis, we developed and validated analytical methods to quantify the
marker / active substance oxide piperitenone meeting the requirements of USP-34. The
tests showed that the tablets had very good floating characteristics, increasing gastric
retention time of the active substance and releasing it in a modified form for more than 8
hours. These results were confirmed by in vitro studies (floatability versus dissolution) and
radiographic studies performed in dogs orally monitored for a period of 12 consecutive

hours.

Keywords: Mentha crispa, modified release floating tablets, Entamoeba histolytica and T.

vaginalis.
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Capitulo |

Objetivos






1.1. Objetivos
Desenvolver tecnologia para fabricagdo de comprimidos flutuantes de libertagdo

modificada a partir de principio ativo natural, obtido a partir da planta Mentha crispa,

avaliando as propriedades do produto através de andlises fisico-quimicas e

microbiologicas dos comprimidos flutuantes, apos seis meses de producéo para analisar

a estabilidade do principio ativo no medicamento e apds, efetuar testes pré-clinicos e de

atividade especifica para garantir a seguranca e eficacia do produto.

1.2. Objetivos Especificos

VI.

VII.

VIII.

XI.

XIl.

XII.

XIV.

XV.

Cultivar racionalmente sem uso de adubo organico a planta Mentha crispa;
Realizar coleta das partes aéreas da planta Mentha crispa;

Extrair 0 6leo essencial das partes aéreas da planta M.crispa através do processo
de hidrodestilagdo com uso de solvente organico;

Realizar analises fisico-quimicas do 6leo essencial da M. crispa;

Realizar anéalises cromatogréaficas por CG/EM do 6leo essencial da M. crispa para
quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona

Desenvolver metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial
da M. crispa;

Validar metodologia analitica por CLAE, para quantificar o ativo/marcador éxido de
piperitenona no Oleo essencial da M. crispa;

Realizar analises cromatogréficas por CLAE do hidrolato e do éleo essencial da M.
crispa para quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona;

Realizar os testes in vitro e in vivo de avaliacdo da atividade amebicida e
tricomonicida do 6leo essencial da M. crispa;

Determinar a ICso do 6leo essencial da M. crispa;

Avaliar a toxicidade aguda e determinar a DLso do 6leo essencial da M. crispa em
animais roedores, por via oral em diversas doses;

Avaliar a toxicidade sub-crbnica do 6leo essencial da M. crispa em animais
roedores por via oral nas doses de 50 e 100 pL/Kg;

Avaliar macroscopicamente o0 aspecto das visceras dos animais roedores;

Realizar andlises hematoldégicas e bioquimicas das amostras de sangue dos
animais roedores submetidos a avaliacdo da toxicidade sub-crénica do oleo
essencial da M. crispa;

Avaliar os resultados das andlises hematoldgicas e bioquimicas das amostras de
sangue dos animais roedores submetidos a avaliagcao da toxicidade sub-crénica do

Oleo essencial da M. crispa;



XVI.

XVII.

XVIII.

XIX.

XX.

XXI.
XXII.

Formular os comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um
parasiticida;

Desenvolver e validar metodologia analitica por CLAE para quantificar o
ativo/marcador 6xido de piperitenona nos comprimidos flutuantes;

Realizar andlises cromatogréficas por CLAE dos comprimidos flutuantes para
guantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona nos comprimidos flutuantes;
Realizar analises fisico-quimicas dos comprimidos flutuantes de libertagédo
modificada;

Realizar analises microbiolégicas dos comprimidos flutuantes de libertacao
modificada;

Avaliar a flutualidade in vitro dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada;
Realizar testes radiograficos in vivo em cades para avaliar a flutualidade dos

comprimidos flutuantes de libertagdo modificada.



Capitulo I

Introducéo






2.1. Fitoterapia no Tratamento de Parasitoses

O uso de plantas como remédio € provavelmente tdo antigo quanto a propria existéncia
humana. A histéria do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, merecendo destaque a
civilizacdo Egipcia, Grego-romana e Chinesa (www.astral.oxigenio.com).

Na antiguidade o Egito era conhecido como um dos grandes centros de saude, onde
plantas foram catalogadas e empregadas no tratamento de doencas. As plantas também
eram utilizadas para fins de beleza e embalsamento. H& cerca de 3000 anos a. C. os
egipcios usavam 6leos essenciais, como cedro, cravo, canela, noz moscada e mirra para
embalsamar os mortos. As técnicas desenvolvidas e utilizadas no Egito para conservacao
de mumias ainda sdo um desafio para a quimica moderna (www.astral.oxigenio.com).

Na China por volta de 3000 a. C. o imperador Cho-Chin-Kei descreveu as propriedades
do Ginsen e canfora (www.portaleducacao.com.br).

Ha na biblia véarias referéncias a plantas curativas ou seus derivados como aloe, mirra e
menta (www.portaleducacao.com.br).

Um exemplo marcante de produtos naturais que causaram grande impacto na
humanidade, e que de certa forma modificou o comportamento humano moderno, foi a
descoberta das substancias alucinégenas. O 06pio, preparado dos bulbos de Papaver
somniferum é conhecido ha séculos por suas propriedades soporiferas e analgésicas.
Esta planta era utilizada desde a época dos Sumérios (4000 a. C.) havendo relato na
mitologia grega atribuindo a papoula do 6pio o simbolismo de Morfeu, o deus do sono
(Hostettmann et al., 2003).

Talvez 0 marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir de
produtos naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatos obtidos de Salix
Alba. Esta fascinante histéria come¢a em 1757, quando o reverendo Edward Stone
provou o sabor amargo das cascas do salgueiro (Salix Alba) e associou-o0 ao sabor dos
extratos de Cinchona. Este fato agugou sua curiosidade e imaginagdo, levando-o a
comunicarem a real sociedade, seis anos mais tarde, os resultados de suas observagdes
clinicas mostrando as propriedades analgésicas e antipiréticas do extrato daquela planta.
Cinquenta anos mais tarde, Franca e Alemanha rivalizavam-se na busca pelo principio
ativo de Salix Alba e em 1828, no Instituto de Farmacologia de Munique, Johann A.
Buchner isolou uma pequena quantidade de salicina. Varios outros cientistas
empenharam-se em melhorar os rendimentos e a qualidade da salicina contida do extrato
natural até que, em 1860, Herman Kolbe e seus alunos sintetizaram o &cido salicilico e
seu sal sodico a partir do fenol; em 1874, Friedrich Von Heyden, um de seus alunos
estabeleceu a primeira grande fabrica destinada a producédo de salicilatos (Junior &
Bolzani 2006).



Em 1898, Felix Hofmann pesquisando a cura para a artrite que afligia seu pai, que era
sensivel aos efeitos colaterais do salicilato de sodio, descobriu o &acido acetil-salicilico,
menos &cido que o acido salicilico. As propriedades terapéuticas do AAS levaram os
laboratérios de pesquisa Bayer a elegerem o AAS, como um novo produto a ser langado
no mercado para competir com os salicilatos naturais, o que ocorreu a partir de 1897 sob
0 nome de aspirina® (Junior & Bolzani 2006).

O descobrimento do AAS marcou de certa forma o final do primeiro periodo, onde a
busca por substancias naturais terapeuticamente Uteis era feita ao acaso. Além disso, o
AAS foi o pioneiro dos farmacos sintéticos. Um dos marcos deste novo periodo foi o
surgimento do barbital, em 1903, indicado como agente hipndtico; em 1904, foi
sintetizada a epinefrina, seguida da procaina e da benzocaina, dois anestésicos locais
pertencentes a classe dos ésteres do acido para-aminobenzodicos, sintetizados a partir da
estrutura da cocaina (Junior & Bolzani 2006).

Durante a segunda grande guerra, a pesquisa militar foi responsavel por grandes
avancos na quimica sintética, motivada pela necessidade de tratamento de infec¢des, da
dor, de processos alérgicos e da depresséo. O periodo de pds-guerra foi de prosperidade
para o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, como o0s anti-histaminicos,
antipsicoticos, antidepressivos e ansioliticos. Nesta época, 0s produtos naturais
observaram um periodo de declinio em termos de investimentos e interesse da industria
farmacéutica (Junior & Bolzani 2006).

Apesar dos avancos tecnoldgicos observados nos anos que se seguiram, a quantidade
de novos farmacos langados no mercado ndo tem aumentado proporcionalmente. A
guimica combinatéria ndo conseguiu atingir seu objetivo de ser uma fonte primaria de
expressiva diversidade quimica, a qual asseguraria a descoberta de numerosas
moléculas ativas capazes de representarem efetivamente novos candidatos a farmacos
inovadores. Efetivamente a industria farmacéutica que pesquisa novos farmacos afirma
que 0 montante gasto em pesquisa e desenvolvimento no setor, em 2004, atingiu valores
de 33 bilhdes de délares americanos, representando um crescimento real nos
investimentos feitos, ano a ano, ndo correspondendo, entretanto, a um aumento
proporcional nas descobertas inovadoras (Junior & Bolzani 2006).

Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia na industria
farmacéutica seja per-se, seja como fonte inspiradora de novos padrbes moleculares
bioativos. Na Europa, a fitoterapia ja é parte da medicina tradicional, sendo que extratos
de plantas e componentes ativos, além de produtos medicinais acabados, estdo descritos
em varias farmacopeias. Como exemplo marcante podemos citar a erva-de-sao-joao
(Hypericum perforatum) presente na Farmacopeia Portuguesa, 9.3, 2009 (Junior &
Bolzani 2006).



No Brasil, o uso de plantas medicinais pela populagdo com a finalidade de tratar
enfermidades foi sempre expressivo, principalmente devido a extensa e diversificada
flora. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades,
plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais (Pasa et al., 2010).

Entende-se como planta medicinal aquela que, nativa ou cultivada, € utilizada com fins
medicinais enquanto que, fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos a partir de plantas
medicinais, ou seja, sdo obtidos empregando-se exclusivamente derivados de droga
vegetal (extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e outros). Medicamento fitoterapico é
caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Os fitoterapicos, assim como todos os
medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos
comprovados, composi¢do padronizada e seguranga de uso para a populagéo. A eficacia
e a seguranca devem ser validadas através de levantamentos etnofarmacologicos,
documentacgdes tecnocientificas em bibliografia e/ou publicagdes indexadas e/ou estudos
farmacologicos e toxicologicos pré-clinicos e clinicos. A qualidade deve ser alcancada
mediante o controle das matérias-primas, do produto acabado, materiais de embalagem,
formulacéo farmacéutica e estudos de estabilidade (ANVISA, 2013).

A fitoterapia é o tratamento de doengcas com o uso de medicamentos fitoterapicos e
consiste na busca do equilibrio e da satde como um todo. Pode ser realizada de forma
curativa e também de forma preventiva (OMS, 2003). O uso da planta na forma de
extratos, 6leos, e outras formas na producdo de medicamento sao importantes somente
guando usadas corretamente. Portanto, a recomendacéo do uso como verdadeiramente
medicinal ou, em outras palavras, como planta medicinal validada e incluida em
farmacopeia requer, numa condicao ideal, que seu principio ativo tenha sido identificado
ou evidenciado farmacologicamente (Lorenzi & Matos, 2008).

A busca pelo desenvolvimento de um medicamento fitoterapico com atividade
antiparasitaria com eficacia e, sobretudo baixa toxicidade, levou um laboratério brasileiro
a desenvolver o primeiro e Unico fitoterdpico amebicida denominado GIAMEBIL®

comprimidos (Figura 1).
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Figura 1 - Medicamento antiprotozoario produzido a partir de extratos das folhas de
Mentha (patenteado).

Os principios ativos desse fitoterapico séo obtidos a partir de extratos hidroalcodlico das
partes aéreas da Mentha crispa cujo controle de qualidade e doseamento sao realizados
a partir dos marcadores analiticos heterosideo de luteolina e o acido rosmarinico (Figura
2), presente no referido extrato. Atualmente o produto GIAMEBIL® é comercializado na
forma de comprimido simples com posologia para administracdo de um comprimido duas

vezes ao dia, por trés dias consecutivos.

OH
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Figura 2 - Estruturas moleculares de (a) Luteolina e (b) Acido rosmarinico, constituintes
dos extratos hidroalcodlicos de Mentha crispa L., usados como marcadores analiticos do
produto fitoterapico GIAMEBIL®.

Neste contexto, devido os marcadores heterosideo de luteolina e acido rosmarinico nao
serem responsaveis pela atividade parasiticida e a posologia apresentar pouca
atratividade dos pacientes, considerando também que Pianowski 2001, realizou um
estudo in vitro, comprovando a atividade giardicida e determinou a ICso do 6leo essencial
da Mentha crispa, urge a necessidade de proporcionar maior comodidade ao paciente,

razéo pela qual o presente trabalho tem como objetivo pesquisar e desenvolver um novo
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produto com indicacdo para tratamento de giardia e ameba, com nova formulagédo
contendo novos parametros tecnoldgicos farmacotécnicos que propicie seguranca e
eficacia ao produto na forma de um comprimido flutuante de libertacdo modificada
(CFLM), em dose Unica, a partir do conhecimento e determinacao da dose efetiva através
da utilizacdo do 6leo essencial da Mentha crispa com doseamento do principio ativo
realizado através de controle analitico por CLAE a partir do seu constituinte majoritario o
oxido de piperitenona.

2.2. Parasitoses Humana

As parasitoses intestinais helmintiases e protozooses representam a doenca mais
comum do globo terrestre. Sdo endémicas e constituem-se num grave problema de
salude publica, sobretudo nos paises do terceiro mundo (Monteiro, 1988; WHO, 1987;
Monteiro, 1995). Essas infec¢des se constituem num dos principais fatores debilitantes da
populacdo, associando-se frequentemente a quadros de diarreia cronica e desnutri¢éo,
comprometendo, como consequéncia, o desenvolvimento fisico e intelectual,
particularmente das faixas etarias mais jovens da populagéo (Pedrazini et al., 1988; Vinha
& Martins 1981).

Dentre os protozoarios destacam-se a Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. A
Entamoeba histolytica possui distribuicdo cosmopolita e representa um risco a satde nos
paises onde as barreiras sanitarias sdo inadequadas (Ravdin, 1995). Estima-se que 500
milhdes de individuos estejam infectados, e que destes 50 milhdes apresentem a forma
invasiva. Este parasita tem levado a 6bito anualmente cerca de 100.000 pessoas,
constituindo a segunda causa de mortes por parasitoses, perdendo apenas para maléaria
(Wash, 1988 e Neves, 2010). Destes casos, 96% ocorrem em paises em
desenvolvimento, especialmente no continente Indiano, Africa Ocidental, Extremo Oriente
e América Central. A prevaléncia depende da cultura, idade, limpeza, tamanho da
comunidade e as condi¢cdes socioecondmicas (WHO, 1997; Tellez et al., 1997; Ravdin,
1995).

Nos EUA a amebiase endémica € relativamente rara na populacdo em geral, mesmo
assim tem uma prevaléncia de 2-4% (Goodman & Gilman, 2005).

Os estudos nos ultimos 30 anos confirmaram a existéncia de duas espécies
morfologicamente indistinguiveis de Entamoeba: E. histolytica, espécie patogénica
(Stanley Jr, 2001), e E. dispar, ndo patogénica, reclassificadas com base em
caracteristicas bioguimicas, imunolégicas e genéticas. Embora patogénica, nem sempre
a E. histolytica causa sintomas clinicos; estima-se que 10% a 40% dos individuos
infectados sejam portadores assintomaticos (Oliveira, 2013; Ravdin, 1994) mas com

participacdo fundamental no estabelecimento e manutencdo do ciclo patogénico de
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amebiase extra intestinal em regibes endémicas (Tachibana, 2000; Blessmann &
Tannich, 2002).

2.2.1. Amebiase

2.2.1.1. Entamoeba histolytica

A Entamoeba histolytica, protozoario da familia Entamoebida e, do filo
Sarcomastigophora e classe Sarcodina é o agente etioldgico da amebiase.

A amebiase constitui-se num sério problema de salde publica, apresentando maior
prevaléncia em popula¢des de nivel socioecondmico mais baixo e condicdes precarias de
saneamento basico, resultando em altos indices de morbidade. Na cidade de Manaus-
Amazonas-Brasil, a infec¢do atinge 6,8% da populagéo (Benetton et al., 2005); No estado
de Pernambuco, na cidade de Belo Horizonte (Minas Gerais) e em Salvador (Bahia) a
ocorréncia da E. histolytica é rara, tendo sido identificada somente a E. dispar, organismo
nao-patogénico morfologicamente semelhante a E. histolytica (Santos, 2007) (Figura 3).
Os surtos de amebiase no Brasil ndo apresentam a gravidade e intensidade dos
verificados no México, de alguns paises da Africa e da Asia. Porém, na regido Amazoénica
a amebiase difere das outras regides do Brasil, porque se manifesta com gravidade.
Casos de amebiase disentérica e os abscessos hepéticos sdo frequentes. Estudos
realizados em criangas no Instituto de Medicina Tropical de Manaus no periodo de 1983 a
1986 revelaram que 11,1% das criangas apresentaram abscessos hepaticos amebianos
(Neves, 2010).

BELEM (PA)
E. histolytica 795%
E. dispaw ?

FORTALEZA (CE)
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L dispar 32N < Do ado ot al, 2001
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Figura 3 - Prevaléncia de amebiase em algumas regides do Brasil (Santos & Soares,
2008).
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2.2.1.2. Sinais e Sintomas

2.2.1.3. Formas Assintomaticas ou Infeccdes Assintométicas da Amebiase

A grande maioria das infec¢cdes humanas pela Entamoeba histolytica, enquadra-se neste
caso, onde 80 a 90% sdo completamente assintométicas e a infeccdo é detectada pelo
encontro de cistos no exame de fezes. E a forma mais encontrada no Centro-Oeste do
Brasil (Neves, 2010).

2.2.1.4. Formas Sintomaticas

2.2.1.4.1. Colites Nao-Disentéricas

E uma das formas clinicas mais frequentes no nosso meio. A colite ndo-disentérica se
manifesta por duas a quatro evacuacoes, diarreicas ou néo, por dia, com fezes moles ou
pastosas, as vezes contendo muco ou sangue. Pode apresentar desconforto abdominal

ou colicas, em geral localizadas na porgéo superior (Neves, 2010).

2.2.1.4.2. Forma Disentérica — Colites Amebianas

Um dos sintomas mais frequentes da amebiase intestinal é a colite amebiana aguda, na
qual o individuo apresenta dores abdominais intensas e, as fezes contém muco e
sangue, normalmente permanecendo por um ou dois dias. A invasdo da mucosa col6nica
pelos trofozoitos pode levar a hemorragia macroscopica e ser detectada também em
criancas sem historico de diarreia (Adams, 1977b; Jammal, 1985; Merritt, 1982).
Ocasionalmente a colite amebiana evolui para perfuracdo da parede intestinal, podendo
apresentar ileo paralitico e deslocamento da mucosa, caracterizando-se um quadro de
colite fulminante (Aristizabal et al., 1971; Bank et al., 1971; Cardoso, 1977; Ellyson et al.,
1986; Jammal et al., 1985; Takahashi et al., 1997).

2.2.1.4.3. Amebiase Extra Intestinal

Raramente acontece esta forma de amebiase, mas ha relatos de varios casos de
abscessos hepaticos amebianos na regido Amazénica, principalmente nos estados do
Para e Amazonas.

Abscesso amebiano no figado é a forma mais comum da amebiase extra intestinal. Pode
ser encontrado em todos os grupos de idade, com predominancia em adultos com 20 a
60 anos de idade, é mais frequente em homens de que em mulheres. As principais
manifestacdes clinicas do abscesso hepéatico amebiano séo dor, febre e hepatomegalia.

Os abscessos pulmonares e cerebrais sédo raros (Neves, 2010).
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2.2.1.5. Diagndstico

2.2.1.5.1. Diagndstico Clinico

As manifestacgdes clinicas atribuidas a Entamoeba histolytica podem ser errbneas devido
a grande superposi¢do de sintomas comuns a varias doencas intestinais. Na maioria dos
casos, principalmente na fase aguda, poderao ser facilmente confundida com a disenteria
bacilar, salmoneloses, sindrome do coélon irritado e esquistossomose. Devido a essas
dificuldades de diagndstico, este sé devera ser considerado definitivo pelo encontro de

parasitos nas fezes.

2.2.1.5.2. Diagnostico Laboratorial

Usualmente é feito com fezes, soros e exsudatos. Embora o exame de fezes seja
cansativo, consuma muito tempo na sua execugcdo e dependa da competéncia do
microscopista é, sem duavida, o mais usado. Tem como objetivo identificar trofozoitos ou
cistos (Neves, 2010).

2.2.1.5.3. Diagnostico Imunoldgico

Os métodos soroldgicos estdo sendo cada vez mais empregados, principalmente na
amebiase extraintestinal. Os métodos mais utilizados s&o: ELISA, imunofluorescéncia
indireta, hemaglutinagéo indireta, além da contraimunoeletro-forese, imunodifusdo em gel

de Agar e o radioimunoensaio (Neves, 2010).

2.2.1.6. Tratamento
Os medicamentos utilizados no tratamento da amebiase podem ser divididos em trés
grupos:

1) Amebicidas que atuam diretamente na luz intestinal;

2) Amebicidas tissulares;

3) Amebicidas que atuam tanto na luz intestinal como nos tecidos

Os amebicidas que atuam diretamente na luz intestinal séo os que tém uma acao direta e
por contato sobre a Entamoeba histolytica aderidas a parede ou na luz do intestino. Os
grupos de medicamentos que atuam dessa forma incluem-se os derivados da quinoleina,
diiodo-hidroxiquinoleina, iodocloro-hidroxiquinoleina e cloridroxiquinoleina; os antibioticos
paramomicina e eritromicina, além do Falmonox (teclosan), furoato de diloxamina,
clorobetamida e clorofenoxamida.

Os amebicidas de acéo tissular sdo aqueles que atuam na parede do intestino e no
figado. Sdo compostos de cloridrato de emetina, cloridrato de diidroemetina e cloroquina,

esta Ultima atua somente no figado.
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Os medicamentos que atuam tanto na luz intestinal como nos tecidos s&o os derivados
imidazolicos, como: metronidazol, ornidazol, nitroimidazol e seus derivados, secnidazol e
tinidazol. Os antibi6ticos séo utilizados isolados ou principalmente em combina¢des com
outros amebicidas: tetraciclinas e seus derivados, clorotetraciclina e oxitetraciclina;
eritromicina; espiramicina e paramomicina (Neves, 2010).

Atualmente, os farmacos sintéticos utilizados no tratamento da amebiase de uma forma
geral apresentam efeitos colaterais que devem ser considerados. O furoato de diloxanida
€ indicado nos casos de infeccdo amebiana assintomatica e os efeitos colaterais mais
comuns sao flatuléncia, nauseas, vomitos, diarreia, prurido e urticaria (Goodman &
Gilman, 2005).

O metronidazol principal droga utilizada no tratamento da amebiase, produz efeitos
colaterais diversos como cefaleia, nauseas, boca seca e gosto metalico, podendo ocorrer
tontura, vertigem, encefalopatia, convulsdes, incoordenagdo e ataxia (Goodman &
Gilman, 2005).

2.3. Oleo Essencial de Menthas

Os oOleos essenciais, esséncias vegetais ou Oleos volateis, sdo produtos naturais
formados de misturas de compostos organicos que apresentam como principais
propriedades a volatilidade, aroma intenso, imiscibilidade em &agua e solubilidade em
solventes organicos (Costa, 1975).

O termo 6leo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados de
aroma forte quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns processos
especificos, sendo mais frequente, a destilacdo por arraste de vapor d’agua ou
hidrodestilacéo (Craveiro et al., 1981).

Oleos essenciais, em geral, sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais
produzidos em resposta as necessidades imposta pelo meio ambiente. Fatores como tipo
de solo, clima, umidade e luz, dentre outros limitam ou maximizam a realizacdo do
potencial genético de producdo de um composto pela planta. Assim, foi verificado que as
plantas que se desenvolvem em solos secos ou aridos com pouco conteudo de
nitrogénio, geralmente produzem maior quantidade de 6leos essenciais, enquanto que 0s
vegetais que crescem em habitat Umidos, rico em nutrientes e com bom suprimento de
nitrogénio, apresentam maior producao de alcaloides e menos teores de Oleos essenciais
(Amorozo, 1989).

O género Mentha ocupa posicdo de destaque na producdo de Oleos essenciais. As
espécies mais utilizadas comercialmente sdo a Mentha piperita e Mentha arvensis, tendo
o mentol como principal constituinte, produto de grande interesse econdmico nas

indastrias farmacéuticas, alimenticia e de perfumaria (Castro, 2007). Outro composto de
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importancia comercial é o linalol, usado na industria de perfumaria e sabdes. A carvona é
empregada na aromatizacdo e como flavorizante na indudstria alimenticia e farmacéutica,
na preparacdo de formulagdes bucais e cremes dentais (Garlet et al., 2007).

O oleo essencial da Mentha esté entre os dez mais comercializados no mundo, o que tem
proporcionado o interesse pelo cultivo desta planta (Bruneton, 1991).

O oleo essencial de Mentha é amplamente empregado em produtos aromatizantes de
uso oral, tais como, cremes dentais, antissépticos bucais, antiacidos, pastilhas
refrescantes, gomas de mascar, licores, aditivos para cremes alimenticios e cigarros. A
industria de tabaco € a principal consumidora de mentol em todo o mundo (Garlet et al.,
2007; Alonso, 1998).

Figura 4 - Creme dental produzido a partir do 6leo essencial da Mentha.

2.3.1. Propriedades Fisicas e Quimicas dos Oleos Essenciais da Mentha

Estudos realizados com 6leos essenciais extraidos de plantas do género Mentha, tém
revelado a existéncia de um importante polimorfismo quimico (Lawrence, 1978),
variedades e quimiotipos.

Os monoterpenos e 0s sesquiterpenos dos 6leos essenciais, formados por duas e trés
unidades isoprénicas (CsHio) (Figura 5), respectivamente, sdo encontrados normalmente
em sementes, frutos, castanhas, flores e folhas de muitas espécies vegetais. Esses
constituintes quimicos sdo considerados em muitos casos, responsaveis pelos odores ou
parte principal do bouquet das plantas. As substancias volateis podem atuar como
atraentes de insetos polinizadores; como toxicas para outras plantas (alelopatia) ou
podem servir de defesa contra insetos, através de eficiéncia olfativa e toxicidade direta
(Chavez, 1991).

Os Oleos essenciais obtidos por arraste de vapor d’agua (hidrodestilagdo) séo
constituidos de vérias classes de substancias, principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos e outras classes de substancias de baixo peso molecular
(Craveiro & De Queiroz, 1993) (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplos de substancias terpenoicas, presentes em espécies de plantas do
Género Mentha da familia Lamiaceae.

Os principais componentes volateis dos 6leos essenciais das partes aéreas da Mentha
piperita, Mentha microphylla, Mentha longifolia, Mentha pulegium e da Mentha
rotundifolia, as duas Ultimas originadas do Uruguai, mostraram que as composi¢des das
seis espécies, identificadas por CG/EM, séo bastante diferenciadas entre si quanto aos

constituintes e aos percentuais, como apresentada a seguir:

Mentha piperita (L.) - Os 6leos essenciais das partes aéreas da Mentha piperita
apresentaram a seguinte composi¢do: mentol (35%), mentona (28%), isomentona
(8%), 1,8 cineol (7,5), mentil acetato, hitrato de trans-sabineno (5%), limoneno (3%),
B-cariofileno (3,6%), B-mirceno (1,7%), germacreno (2,6%), mentil acetato (3%),
piperitona (1%) e em pequena quantidade (< 1,0%) a-pineno, sabineno, B-pineno, 3-

octanol, pulejona, aromadendreno, cis-p-menten-1-ol (Gherman et al., 2000).

Mentha microphylla (L.) - O 6leo essencial obtido por hidrodestilagdo das partes
aéreas frescas de Mentha microphylla C. Kock coletada em Gennargentu Mountains

(Sardinia, Italia) tem sido investigado por CG e CG/EM. Os resultados apresentaram
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como constituintes principais a pulegona (34,1%), 6xido de piperitenona (32,9%) e
piperitenona (11,3%), limoneno (3,9%), Z-ocimeno (3,9%), linalol (2,7%), B-pineno
(1,0%), etil-2-metilbutanoato (1,0%), a-pineno (1,0%) e em menor concentracao
(<1,0%) (E)2-hexenal, etil-3-metilbutanoato, etil-pentanoato, etil-3-metibutenoato,
sabineno, 1-octeno-3-ol, mirceno, etil-hexanoato, (E) ocimeno, terpenolene, etil-
ectanoato, nonanal, trans-pinocardeveol, mentofurano, etil-benzoato, 4-terpineol,

mirtenal, verbenona, Z-jasmona e germacreno D (Tomei & Manganelli, 2003).

Mentha longifolia (L.) Huds - O Oleo essencial extraido das partes aéreas de
Mentha longifolia, cultivada em Marrocos apresentou quantidades relevantes e
incomuns de 6xido de piperitenona (25%) e Oxido de trans-piperitona (24%). Essas
concentracdes diferenciadas das demais espécies de Mentha constitui um novo
guimiotipo das espécies do género (Ghoulami et al., 2001).

Mentha pulegium (L.) - O 6leo essencial extraido das partes aéreas de Mentha
pulegium, cultivada no Norte de Montevideo (Uruguai), foi analisado por CG-DIC e
CG/EM apresentou como componentes majoritarios a (1R)-(+)-pulegona (73,4%),
(1R, 4R)-(+)-isomentona (12,9%), (1R, 4S)-(-)-mentona (3,6%), 3-octanol (1,5%) e
isopulegona (1,4%). Em menores concentragcdes (<1,0%) foram identificados:
piperitenona, a-humuleno, limoneno, neo-isomentol, (1R, 3R, 4S)-(-)-mentol,a-pineno,
B-pineno, mirceno, neo-mentol, Oxido cariofileno, sabineno, 1,8-cineol, (1R, 3S, 4R)-

(+)-isomentol, a-terpineol, piperitona, (E)-cariofileno e canfeno (Lorenzo et al., 2002).

Mentha rotundifolia (L.) Huds - O Oleo essencial obtido por hidrodestilacdo das
folhas de Mentha rotundifolia, cultivada no Uruguai foi analisado por CG-DIC e
CG/MS. Apresentou como constituintes majoritarios: 6xido de piperitenona (80,8%),
(2)-hidrato de sabineno (2,0%) e 4-terpineol (1,5%). Em menores concentracdes
(<1,0%) foram encontrados: o-pineno, sabineno, B-pineno, 1-octeno-3-ol, mirceno, o-
terpineno, p-cimeno, limoneno, P-felandreno, 1,8-cineol, (Z)-b-ocimeno, (E)-b-
ocimeno, octeno-3-yl acetato, a-terpeneol, B-longipineno, (E)-cariofileno, B-farneseno,

germacreno D, (E)-nerolidol e globulol (Lorenzo et al., 2002).

Os constituintes quimicos de trés hortelds, Mentha citrata, Mentha gentilis e Mentha

spicata, var. longifolia, foram estudados a partir das folhas secas destiladas em corrente

de vapor ou extraidas com hexano para obter o 6leo essencial, que foi analisado através

de cromatografia em fase gasosa, utilizando Thermon 1000 como fase estacionaria. Em
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todos os 6leos essenciais, o linalol apresentou-se como o componente mais importante
25,6%; 37,1% e 94,5% nos oleos de Mentha citrara 25,6%%, Mentha gentilis 37,1% e em
Mentha spicata, var. longifolia com 94,5% de rendimento. Entretanto, os 6leos de Mentha
citrata e Mentha gentilis apresentaram (-) —linalol, enquanto o (+) -linalol foi obtido do 6leo
de Mentha spicata, var. longifolia. O 6leo de Mentha citrata contém além de linalol, o
acetato de linalila (53,24%) e 1,8-cineol (9,39%) como componentes principais. No éleo
de Mentha gentilis, mentona (27,21%), mentol (9,23%), 1,8-cineol (7,84%) e cariofileno
(5,88%) também foram determinados como componentes principais. A variacdo sazonal
influiu nas concentracdes relativas entre o linalol e acetato de linalila nos 6leos de Mentha
citrata. Os resultados mostraram que o conteudo relativo de acetato de linalila aumenta
durante o crescimento, de modo que as folhas maduras contém mais acetato de linalila
gque as folhas imaturas das mesmas plantas (Nair & Gunasegaran, 1981; Shimizu, 1988;
Hirata et al., 1990; Kokkini et al., 1997).

2.3.2. Propriedades Fisicas e Quimicas dos Oleos Essenciais da Mentha crispa

Os Oleos essenciais extraidos das partes aéreas da planta Mentha crispa obtido por
hidrodestilagcdo com uso de solvente orgéanico, apresenta como constituinte majoritario o
monoterpeno, 6xido de piperitenona (Figura 6).

O oxido de piperitenona é um liquido transparente, levemente amarelado. Apresenta
férmula molecular CioH1402, peso molecular 166.21, é solivel em agua e solvente

organico e o seu numero do CAS é 35178-55-3.

Figura 6 - Estrutura molecular da substancia 6xido de piperitenona em 3D.

As propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial da Mentha crispa foram estudadas por
Silva, 2004. O ¢6leo apresenta odor caracteristico, sabor picante, cor amarela claro,
densidade 0,7027 g/mL, indice de refracdo 1,610, indice polarimétrico + 114,5 e indice de
acidez 0,6258% KOH.

A composi¢do do 6leo de Mentha crispa foi determinada através de CG/EM. Dentre os
principais constituintes do Oleo destacam-se o Oxido de piperitenona (38,6%),

germacreno D (18,2%), trans -ocimeno e B-cariofileno com teor de 7,4% (Figura 7).
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Figura 7 - Cromatograma (CG/EM) do 6leo essencial das partes aéreas da M. crispa.

Um estudo de sazonalidade e fotoperiodismo foram realizados com a Mentha crispa no
que se refere ao 6leo essencial. Os resultados obtidos por Silva, 2004, demonstraram em
relacdo a sazonalidade, no més de novembro ocorreu maior rendimento (1,46%) e no
més de fevereiro o menor (<0,01%). Quanto ao constituinte majoritario, o més que
apresentou maior rendimento foi Abril (85,7%) e o menor foi 0 més de Novembro (50%).

Ao que se refere ao fotoperiodismo, a Mentha crispa produziu maior rendimento (1,46%)
no horéario de 12 horas em comparacdo as 6 horas (<0,01%) e as 18 horas (0,13%).
Quanto ao teor de 6xido de piperitenona, as analises mostraram que as 6 horas da
manha, foi o horario em que a planta produziu maior concentracao (63,38%) do 6xido de

piperitenona.

2.3.3. Propriedades Farmacol6gicas do Género Mentha

Ao longo dos anos as plantas medicinais de uso popular estdo sendo avaliadas através
da realizagéo de estudos investigativos, buscando comprovacéao cientifica dos seus usos.
As plantas do género Mentha tém sido bastante estudadas com diversos trabalhos
publicados em revistas de literatura internacional, demonstrando resultados promissores
no que se refere as propriedades farmacoldgicas.

A partir do extrato bruto da planta Mentha longifolia, foi realizado um estudo investigativo
para avaliar a atividade antibacteriana e antioxidante desta erva. Para determinar os
radicais livres foi utilizado o radical 2,2-difenila-1-picrila-hidrazila. O contetudo fendlico foi
determinado usando o reagente Folin-Ciocalteu. O método para realizagdo do screening
antibacteriano foi o difusdo em Agar. Os resultados demonstraram que 0s extratos n-
butanol e etilacetato, apresentaram uma significativa atividade antioxidante e a presenca

de altas quantidades de conteudos fendlicos a partir de plantas secas. O extrato
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metandlico apresentou boa atividade antibacteriana contra varias bactérias gram (+) e
gram (-) (Khan et al., 2011).

O efeito antinociceptivo do extrato aquoso das folhas da Mentha piperita, foi estudado
através do uso de testes de dor induzida por &cido acético e placa quente, em
camundongos nas doses de 200 e 400 mg/Kg. Nestes testes a Mentha piperita
apresentou um efeito analgésico significativo, com valores de 51,79% e 20,21 %,
respectivamente. Estes resultados indicam que esta planta tem um potencial efeito
analgésico que possivelmente pode ter sido mediado central e perifericamente (Taher,
2012).

As avaliacdes das propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de Mentha piperita
contra 21 microrganismos patogénicos ao homem e a plantas foram realizadas in vitro.
As atividades inibitérias dos microrganismos pelos constituintes quimicos: mentol e
mentona foram comparados usando a combinagcdo de técnicas de avaliagdo
microbiologica, como microdiluicdo e a difusdo em Agar. Nessa pesquisa 0 screening
microbiolégico mostrou que os 6leos de Mentha piperita inibiram fortemente crescimento
dos microrganismos patogénicos das plantas e inibiram moderadamente a dos
microrganismos patogénicos aos seres humanos (Gokalp et al., 2002).

Os dleos essenciais extraidos de Mentha suaveolens, cultivada em vérias regibes do
Marrocos, foram avaliados em relagdo a atividade antimicrobiana. Os constituintes
aromaticos majoritarios dos 6leos desta planta foram identificados por RMN H e EM
como pulegona, 6xido de piperitenona e 6xido de piperitona. Essas substancias ocorrem
em quantidades diferentes que dependem da subespécie de Mentha. Esses metabdlitos
como também uma série de outros constituintes arométicos como carvona, limoneno e
mentona foram testados quanto a atividade antimicrobiana, frente a 19 bactérias gram-
positivas e gram-negativas e contra 3 fungos. Os testes foram realizados em meio de
cultura fase sdlida e ensaios de microtitulagdo. O 6leo essencial rico em pulegona inibiu
todos os microrganismos testados, apresentando no resultado final da avaliacdo uma
(CMI) variando entre 0,69 a 2,77 pg/mL. Entre os constituintes do 6leo essencial de M.
suaveolens se destaca o pulegona, o mais efetivo contra os microrganismos testados,
seguidos por 6xido de piperitenona e 6xido de piperitona (Oumgil et al., 2002).

Esses resultados in vitro demonstraram que o 6leo de Mentha piperita afetou os virus
(HSV-1 e HSV-2) antes da adsorcao mais ndo depois da penetracdo da célula anfitria.
Assim o 6leo essencial foi capaz de mostrar o efeito virucida direto em Herpes simplex,
mesmo considerando a natureza lipofilica do 6leo essencial que permite ou facilita a
penetracdo na pele. Esse resultado indica que o 6leo de Mentha pode ser usado como

medicamento tépico indicado como agente virucida em terapéutica de infeccdes
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herpéticas reincidentes apds estudo toxicoldgico e clinico complementar (Schumacher et
al., 2003).

Os Oleos essenciais da Mentha piperita Iraniana e Myrtus communus, extraidos por
hidrodestilacdo, foram analisados por CG/EM, sendo identificados 26 e 32 compostos,
respectivamente. Os Oleos essenciais da Mentha piperita apresentaram boa atividade
antimicrobiana contra os microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans, superior a atividade dos 6leos essenciais da planta Myrtus communus.
A avaliagdo da atividade antioxidante pelo radical 2,2-difenila-1-picrila-hidrazila e [3-
caroteno/acido linoleico dos 6leos essenciais da Mentha piperita revelou maior atividade
antioxidante do que a M. communus. Os resultados obtidos neste teste sugerem uma
possivel viabilidade de aplicagdo do 6leo essencial da Mentha piperita no tratamento de
infecgBes causadas por Candida albicans e Escherichia coli (Yadegarina et al., 2006).

A partir do extrato bruto de Mentha arvensis em diferentes solventes, como metanol,
acetato de etilo e cloroférmio, foram realizados testes contra Sthapyloccocus mutans
patdgeno cariogénico em humanos, Sthapyloccocus sangunis, Sthapyloccocus aureus e
Lactobacilus casei, isolados de pacientes infectados por estes microrganismos. Foi
aplicado o método de difusdo em disco. O extrato metandlico 50% nas concentracdes de
2,5 mg/mL e 5 mg/mL, apresentou um pequeno aumento na zona de inibicdo (26 a 30
mm e 28 a 32 mm) e o extrato metandlico a 10% nas concentracdes de 2,5 mg/mL e 5
mg/mL uma pequena zona de inibigdo (20 a 24 mm e 22 a 27 mm), quando comparados
com os extratos com acetato de etilo e cloroférmio que apresentaram pequena zona de
inibicdo na concentracdo de 5 mg/mL variando de 15 m & 18 mm e 13 & 17 mm e na
concentracdo 2,5 mg/mL variando de 14 & 15 mm e 9 a 16 mm. Os resultados da
concentracdo minima inibitéria exibiram valores que demonstram uma promissora
atividade da Mentha arvensis BHI 0,09 mg/mL. Os metabdlitos presentes nas folhas séo
alcaléides, taninos, flavonéis esteréides, xantonas e glicosideos. A analise por CG/EM
revelou a presenca de eucaliptol, isomentona, linalol, mentol, 4-terpineol, &cido oleico,
acido tetradecandico e acido palmitico. Estes dados sugerem que os extratos de Mentha
arvensis podem ser usados com propriedades antimicrobianas e como um potencial a ser
explorado na producgéo de produtos farmacéuticos a base de plantas (Singh et al., 2012).
As plantas medicinais produzem metabdlitos secundérios que sao responsaveis por suas
propriedades terapéuticas. A presenca destas moléculas é afetada por varios fatores
como localizagcdo geografica, fertilidade do solo, parte usada da planta, época e horéario
de coleta. Foi realizado um estudo que avaliou o impacto da localizagdo geografica sobre
a atividade antimicrobiana da Mentha spicata. As amostras da planta foram coletadas de
diferentes locais de Khyber Paktoon Khwa (Paquistdo) que inclui os distritos de Swat,

Mardan, Charsada, Swabi, Peshawar, Kohat, Karak e Bannu. As amostras foram
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submetidas a extracdo hidroalcodlica seguida de fracionamento com n-hexano,
cloroférmio, acetato de etilo e n-butanol em ordem crescente de polaridade. O método de
difusdo em Agar foi usado para avaliar a concentracdo minima inibitéria das amostras
dos extratos, contra seis fungos, Candida albicans, Candida glabrata, Trichophyton
longifusus, Microsporum canis, Aspergillus flavus e Fusarium solani. Os resultados
indicaram maior concentracdo minima inibitoria contra os fungos Aspergillus flavus e
Fusarium solani (CMI = 0,25 mg/mL), enquanto que, o fungo Candida glabrata
apresentou uma moderada atividade (CMI = 0,5 mg/mL). As amostras obtidas das
regides de altitude elevada (Swat e Swabi) e solos férteis (Charsada, Peshawar e
Mardan), foram mais efetivos em relacdo a atividade antifingica, o que significa um
impacto positivo em relagéo a localizacdo geogréfica e riqueza do solo com respeito aos
nutrientes (Ullah et al., 2011).

Um estudo para avaliar a atividade antidiarreica da tintura a 20% da Mentha piperita, foi
realizado em modelo in vivo, em ratos. A diarreia foi induzida com o6leo de ricino. As
dosagens testadas foram 200, 300 e 400 mg/kg. Os teste revelaram que as doses de 300
e 400 mg/kg prolongou o tempo de aparecimento da primeira evacuacao e diminuiram a
sua frequéncia (Narranjo et al., 2004).

Varias ervas aromaéticas, incluindo espécies da familia Lamiaceae, foram avaliadas in
vitro quanto a atividade anti — HIV-1. A partir destas plantas foram produzidos extratos.
Quarenta e seis extratos apresentaram efeito inibitério significativo contra
citopatogenicidade induzida HIV-1 em células MT-4. Os extratos de Melissa officinalis,
Mentha piperita e Mentha piperita variedade crispa apresentaram potente atividade anti-
HIV-1 (Yamasaki et al., 1998; Hermann & Kuceral967).

Os Oleos essenciais de espécies de Mentha, M.arvensis, M. piperita, M. longifolia e M.
spicata, foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana sobre varios fungos e
bactérias patdgenas e atividade citotoxica em células de cancer de mama (MCF-7) e
cancer de prostata (LNCaP). Esta pesquisa foi realizada com amostras das plantas
coletadas no inverno e no verdo. Os resultados revelaram que em relacdo aos teores de
6leos essenciais a Mentha arvensis, M. piperita, M. longifolia e M. spicata apresentaram
teores maiores no verdo (17,00; 12,20; 10,80; e 12,00g kg?) quando comparados ao
inverno (9,20; 10; 50; 7,00 e 9,509 kg?), respectivamente. Houve uma variacdo qualitativa
e quantitativa dos componentes dos Oleos essenciais nas duas estagcdes do ano
estudadas. Os componentes majoritarios encontrados em ambas as esta¢des foram o
mentol, mentona, 6xido de piperitenona e carvona, respectivamente. Os 0leos essenciais
exibiram uma notavel atividade antimicrobiana contra a maioria dos microrganismos

patdgenos testados e boa citotoxicidade (Hussain et al., 2010) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Variacdo sazonal na citotoxicidade dos éleos essenciais extraidos de folhas de

gquatro espécies de Mentha.

Atividade Citotéxica ICso (ug/mL™)
Espécies Estacéo MCF -7 LN —CaP
_ Verao 55.3+1.9d 50.2+2.7c
Mentha arvensis
Inverno 59.7 +2.2e 55.7 £ 1.5d
o Verao 75.2 + 2.9f 90.4 + 3.7f
Mentha piperita
Inverno 80.8 + 3.2¢g 95.7 £ 4.5f
Verao 45.2 £ 2.0b 435+ 2.1b
Mentha longifolia
Inverno 50.6 + 2.0c 52.0 + 3.0cd
_ Inverno 80.0 + 2.4g 75.8 +2.3e
Mentha spicata
Verao 80.6 + 2.0g 90.0+ 3.0
Doxorubicina 28.8+1.2a 33.3x1.1a

aMédia * desvio padrdo de trés diferentes amostras de cada espécie de Mentha,
analisada em triplicata. Seguida de letras (a — g) na mesma coluna representa diferenca
significante (P < 0.05).

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais e extratos de Mentha pulegium iraniana
foram avaliados in vitro utilizando diferentes métodos. Os resultados revelaram que o
Oleo essencial ndo apresentou efeito antioxidante significativo, porém, o extrato aquoso e
metandlico exibiram um potente efeito antioxidante (Kambar et al., 2010).

O extrato etandlico da Mentha haplocalyx foi avaliado em ratos, quanto ao efeito protetor
da asma alérgica. No estudo foi usado o modelo ovalbumina de asma alérgica induzida.
O tratamento inibiu significativamente o aumento de imunoglobulina (Ig) E e T — helper 2
(Th2) de tipo citocinas como IL-4 e IL-5 no fluido de lavagem broncoalveolar e tecido
pulmonar. A infiltracdo de células inflamatérias das vias respiratérias em ratos tratados
com Mentha haplocalyx foi aliviada eficazmente quando comparado com a infiltracdo no
grupo ovalbumina induzida (Lee et al., 2011).

O efeito cardiovascular agudo da rotundifolona (Oxido de piperitenona), o principal
constituinte do 6leo essencial da Mentha x villosa, foi testado em ratos, in vitro e in vivo.
As concentracfes de 1, 5, 10, 20 e 30 mg/kg por via intravenosa induziu uma hipotenséo
significativa e dependente da dose com bradicardia em ratos ndo anestesiados
normotensos. Estes resultados sugerem que a rotundifolona reduz a presséo arterial e
frequéncia cardiaca em animais anestesiados. A acao hipotensiva da rotundifolona pode

ser uma consequéncia de uma diminuicdo da frequéncia cardiaca e da resisténcia
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vascular periférica, provavelmente devido a uma estimulacdo do receptor muscarinico
nao seletivo (Guedes et al., 2003).

Em um estudo realizado por Lahlou et al., 2002, foi investigado o efeito do tratamento
crénico com o acetato de desoxicorticosterona nas respostas cardiovasculares a injecao
intravenosa do 6leo essencial da Mentha villosa em ratos. Estes resultados mostram que
o tratamento intravenoso com 6leo essencial da Mentha villosa diminui a pressao arterial
em ratos hipertensos dependendo da dose aplicada. A composicdo deste 6leo foi
avaliada por CG/EM tendo apresentado como constituinte majoritario o Oxido de

piperitenona (95,87%) seguido de piperitenona (2,24%) e 1,8-cineol (1,89%).

2.4. Propriedades Parasiticidas de Menthas

2.4.1. Género Mentha

O género Mentha, familia Lamiaceae inclui plantas arométicas de dificil classificagéo
taxondmica devido a grande variabilidade em seus caracteres morfologicos e frequente
hibridizagdo. Devido aos inumeros hibridos resultantes do cruzamento espontaneo entre
suas espécies, tem gerado confusdo em sua taxonomia.

Este género reune aproximadamente 25 a 30 espécies de plantas que podem ser
encontradas em diferentes regiées temperadas da Europa, Asia, Australia e Africa do Sul.
(Ali et at., 2002; Lorenzo et al., 2002).

As espécies desse género de plantas sdo caracterizadas pelas propriedades dos seus
constituintes e produtos que agregam grande importancia econémica com uso dos 6leos
essenciais (volateis e aromaticos) usados industrialmente como flavorizantes,
aromatizantes e principios ativos farmacoldgicos nas industrias alimenticias, cosméticas
e farmacéuticas (Baser & Kurkcuoglu, 1999).

Os materiais vegetais aéreos de varias espécies de Mentha sdo usados para chas e
condimentos em diferentes paises. Os infusos das folhas sdo consumidos pelas suas
propriedades espasmolitica, agentes antibacterianos e promotores de secre¢do gastrica,
analgésica e pelas propriedades antigenotédxica (Sylianco et al., 1986; Tyler, 1993).

A Mentha é utilizada na alimentagdo como condimento na preparacdo de salgado, doces
e licores e em decoracdo de pratos. O chad é usado ha milénios, sendo bastante

conhecido principalmente pelo seu sabor caracteristico e sabor refrescante (Figura 8).
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Figura 8 - Prato com carne ornamentado com folhas da Mentha.

A Europa e a Asia se constituem nos principais centros de dispersdo e de uso empirico
na medicina popular da maioria das espécies do género Mentha e, dentre as espécies
mais conhecidas e difundidas do género no Brasil, destacam-se Mentha crispa, Mentha
piperita, Mentha arvensis e Mentha pulegium e em muitas ocasides sado confundidas
(Craveiro et al., 1981; Dai, 1981; Balbach, 1988; Kokkini et al., 1997; Simbes et al., 1999).
A Mentha crispa, também conhecida popularmente como hortela-rasteira, hortela-de-
panela, horteld e menta vilosa. E uma planta herbacea, perene, ereta, com 30-40 cm de
altura, hibrida originaria do cruzamento da Mentha spicata x Mentha suaveolens realizado
na Europa e atualmente cultivada em vérios paises, inclusive no Brasil. As folhas sé&o
ovais, curtamente pecioladas, opostas, com aroma forte e bem caracteristico. As flores,
guando aparecem, ficam dispostas em espigas curtas terminais, middas, em
inflorescéncia cimosa (Figura 9). Apresenta acdes: espasmolitica, antivomitiva,
carminativa, estomaquica, antihelmintica, por via oral, bem como acéo antiséptica e

antiprurido, por via local (Pianowski, 2001 e Lorenzi & Matos, 2008).
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Figura 9 - Mentha crispa L. (familia Lamiaceae) florida, cultivada racionalmente.

A Mentha piperita, conhecida popularmente como horteld, horteld pimenta, menta, menta-
inglesa, horteld-apimentada, horteld-das-cozinhas, menta inglesa e sandalo. Erva
aromatica, anual ou perene de mais ou menos 30 cm de altura, semiereta, com ramos de
cor verde escura a roxa-purpurea. Folhas eliptico-acuminadas, denteadas, pubescentes e
muito arométicas. E originaria da Europa de onde foi trazida no periodo de coloniza¢io
do Brasil, sendo muito cultivada como planta medicinal em canteiros de jardins e quintais
em todo o Brasil. Seu uso é desde a antiguidade, sendo utilizada como condimento de
carnes e massas, bem como para fins medicinais, alimenticios e cosméticos. A literatura
etnobotanica registra suas propriedades espasmoliticas, antivomitivas, carminativas,
estomaquicas e anti-helminticas, por via oral e, antibacterianas, antifangicas e antiprurido
de uso topico. O Gleo essencial extraido por hidrodestilacdo das folhas é rico em mentol,
mentona e mentofurano (Lorenzi & Matos, 2008).

A Mentha arvensis é conhecida popularmente como horteld-do-brasil, horteld-japonesa,
vique, horteld, menta, hortela-pimenta, horteld-das-cozinhas e menta inglesa. E uma erva
anual ou perene, ereta, com 30 a 60 cm de altura, com folhas ovaloblongas ou oblongo-
lanceoladas, levemente denteadas, pubescentes e muito arométicas, medindo 2 a 7 cm
de comprimento. Flores esbranquigcadas, reunidas em inflorescéncia terminais. Originaria
do Oriente foi trazida ao Brasil pelos imigrantes japoneses que se instalaram no interior
de S&o Paulo, principalmente ap6s o grande terremoto de 1923, ocorrido no Jap&o. E rica

27



em mentol, seu 6leo essencial sdo usado para conferir sabor e odor de menta em
remédios e balas, também € usada na industria cosmética para conferir sensacgéo
refrescante em lo¢cBes e cremes de barbear e dental. Seu uso na medicina popular é
atribuido as propriedades antiséptica, antivomitiva, descongestionante nasal e antigripal.
(Lorenzi & Matos, 2008).

A Mentha pulegium, conhecida popularmente como poejo, poejinho, poejo-das-hortas,
poejo real, poejo-do-rei, erva-de-sdo-lourenco, horteld-mitda, menta-miada, menta-
selvagem e vique. Planta prostrada, perene, gramindide, com cerca de 10 cm de altura,
com folhas muito arométicas, de margem inteira e limbo pontilhado de glandulas
translicidas, de menos de 1 cm de comprimento. Flores de corola violeta, reunidas em
fasciculos nas axilas das folhas. Originaria da Europa, Asia e Peninsula Arabica é
aclimatada em quase todos os paises de clima temperado. A planta florida é empregada
na forma de infuso, no tratamento caseiro de desordens digestivas, amenorréia, gota,
resfriados e para aumentar a micgdo, segundo a literatura etnofarmacologica. A
administracdo equivalente a 5 g do 6leo essencial tem acéo abortiva e hepatotdxica, ndo
sendo recomendado 0 seu uso, por via oral na Europa e nos Estados Unidos, em virtude
do seu componente principal, a pulegona, susbtancia responséavel pelo seu cheiro e por
suas ag0les toxicas, acompanhada de mentona e isomentona, bem como de flavondides
(Lorenzi & Matos, 2008).

A atividade larvicida e repelente do 6leo essencial extraido das folhas da Mentha piperita,
foi avaliado contra o Aedes aegypti, Anopheles e Culex quinquefasciatus. Os resultados
obtidos demonstraram eficiente atividade larvicida e repelente deste 6leo (Kumar et al.,
2011; Ansari et al., 2000).

A atividade nematicida de 27 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas, dentre
elas a Mentha piperita, Mentha rotundifolia e Mentha spicata, foi avaliada frente ao
nematoide Meloidogyne javanica. A andlise cromatografica dos Oleos essenciais destas
plantas apontou como constituintes majoritarios isdbmeros de 1,2 — epoximentila (74%) e
piperitona (13%) na Mentha rotundifolia e (-) carvona (13%) e limoneno (19%) na Mentha
spicata. A Mentha piperita demonstrou atividade nematicida e dentre todos os vinte e sete
Oleos essenciais testados, os Oleos da Mentha rotundifolia e Mentha spicata
apresentaram maior atividade nematicida nos testes in vitro. Acredita-se que o0s
constituintes majoritarios destas plantas sejam responséaveis pela atividade nematicida
(Oka et al., 2000).

Foi realizado um estudo com a Mentha crispa, para avaliar a eficacia terapéutica no
tratamento da giardiase. O estudo consistiu inicialmente de uma triagem de individuos
com giardiase. Em seguida foi realizado um estudo randomizado aberto, em paralelo com

o controle ativo. Amostras coproldgicas foram coletadas de 1622 pacientes entre maio de
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2005 e maio de 2007 para uma série de exames parasitolégicos. Sessenta e dois
pacientes com Giardia lamblia foram selecionados e distribuidos em dois grupos. O
primeiro grupo com 50 pacientes foi tratado com 2 g de secnidazol e o outro com 46
pacientes 2 g de Mentha crispa. Apés sete dias foram realizadas analises por enzima
imunoensaio em amostras de fezes recém-coletadas. O resultado obtido mostrou que o
grupo que recebeu o secnidazol apresentou um maior percentual de cura (84,0 %)
quando comparado com a Mentha crispa (47,83 %) (Teles et al., 2011).

Os 6bleos essenciais de Mentha piperita e Mentha pulegium foram testados contra
Echinococcus granulosis e comparado a eficicia deles de acordo com a exposicdo e
concentracdo. Ambos apresentaram atividade protoscolicida, porém a Mentha pulegium
demonstrou um efeito mais forte do que a Mentha piperita. O efeito protoscolicida foi
observado apés 12 dias de incubagdo e atingiu 0% apos 18 dias. O 6leo essencial de
Mentha piperita produziu apenas um efeito tempo-dependente. Aos 24 dias, a viabilidade
dos cistos decresceu aproximadamente 50%. Estudos por microscopia eletrbnica de
varredura revelaram que a camada germinativa de cistos perdeu a caracteristica da
estrutura multicelular. O éleo essencial da Mentha pulegium apresentou como constituinte
majoritario o oxido de piperitenona, sugere-se que este componente seja responsavel
pelo efeito anti-helmintico detectado (Maggiore et al., 2012).

O experimento realizado por Erica, 2008, avaliou o efeito in vitro do hidrolato de Mentha
villosa, em cinco diferentes concentracdes (20%, 40%, 60%, 80% e 100%), no
desenvolvimento de ovos de nematoéides gastrintestinais de bezerras, por meio da técnica
de coprocultura quantitativa. Somente o hidrolato a 20% apresentou pouco efetivo. Os
hidrolatos a 40%, 60% e 80% apresentaram percentagem de eficacia de 91,88%, 94,15%
e 98,40%, respectivamente. Enquanto que o hidrolato a 100% mostrou-se equivalente ao
controle positivo, realizado com a utilizacdo do anti-helmintico albendazol, que
apresentou efetividade de 100%. Porém, o resultado dos testes in vivo ndo provocou
reducdo na contagem de ovos de nematdides nos bovinos amostrados. A analise por
CG/EM do hidrolato da Mentha villosa mostrou a presenca do constituinte majoritario,
oxido de piperitenona, na concentragdo de 93,62%.

A atividade anti-helmintica da Mentha villosa foi estudada através do uso do decocto
desta planta em ensaio in vitro nas concentracdes de decoctos (0,31 a 10 mg/mL) em
Haemonchus contortus. O resultado obtido neste trabalho investigativo indicou que o
decocto da Mentha villosa apresentou atividade inibitéria contra este parasita. Na
concentracdo de 2,5 mg/mL o decocto de Mentha villosa apresentou eficacia de 96,8 a
97,76% nao sendo estatisticamente diferente do anti-helmintico tiabendazol, usado como

controle positivo (Macedo et al., 2012).
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Um estudo realizado por Dua et al., 2011, avaliou a atividade antiprotozoaria de 17
plantas medicinais de uso tradicional de Garhwal regi&o no noroeste do Himalaia, india.
O ensaio in vitro mostrou que o extrato cloroférmico da Mentha piperita apresentou
atividade contra Trypanosoma brucei rhodesiense. Entretanto, os extratos cloroférmicos,
metandlicos e com éter petréleo ndo apresentaram atividade contra Trypanosoma cruzi,
Plasmodium falciparum e Leishmania donovani.

Os Oleos essenciais da Mentha piperita, Cymbopogon martinii e Cymbopogon
schoenanthus foram avaliados contra Tricostrongilideos de ovinos infectados (95%
Haemonchus contortus e 5% Trichostrogylus spp). A analise por cromatografia gasosa
demonstrou que o constituinte majoritario da Mentha piperita foi o mentol (42,5%),
engquanto que do Cymbopogon martinii e Cymbopogon schoenanthus foi geraniol (81,4%
e 62,5%, respectivamente). Nos testes in vitro o 6leo essencial de Cymbopogon
schoenanthus apresentou melhor atividade contra o helminto Tricostrongilideos de ovinos
seguido do Cymbopogon martinii, enquanto que a Mentha piperita apresentou menor
atividade (Katiki et al., 2011).

Os extratos etandlicos e aquosos de nove espécies de plantas de uso popular na
Turquia, dentre elas a Mentha longifolia, foram testados como antihelminticos. Em ambos
0s extratos estudados exibiram significativa atividade antihelmintica (Kozan et al., 2006).
Estudos realizados in vitro e in vivo, avaliaram a atividade esquisomicida do Oleo
essencial da Mentha crispa. Este estudo revelou resultados promissores nas
concentracdes testadas contra vermes jovens e adultos de Schistosoma mansoni no

sistema porta-hepatico (Silva & Albuquerque, 2011; Feitosa & Albuquerque, 2011).

2.5. Formas Farmacéuticas de Libertacdo Modificada

Os medicamentos ao longo dos anos tém alcancado avangos tecnolégicos,
farmacotécnicos que resultaram em beneficios para a qualidade de vida do homem.
Neste sentido, foram desenvolvidas varias formas farmacéuticas de cremes, géis,
solucdes, xaropes, capsulas e comprimidos, entre outras formas, proporcionando
facilidades de uso e garantia da seguranca e eficacia.

Os medicamentos na forma de comprimidos sdo as apresentacdes farmacéuticas mais
usadas em virtude de oferecer vantagens ao paciente, como: praticidade de uso,
seguranca de dosagem, tamanho de dose reduzida, facilidade de ser administrado e de
ser transportado.

De acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9.0 Edigcdo 2009, os comprimidos s&o
preparacfes sélidas contendo uma dose de uma ou de varias substancias ativas. Sao
obtidos aglomerando por compressdo um volume constante de particulas ou por outro

processo de fabricacdo apropriado como a extrusdo, a moldagem ou a liofilizacdo. Os
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comprimidos sé@o destinados a via oral. Alguns sao deglutidos ou mastigados, outros séo
dissolvidos ou desagregados em &gua antes da administracdo e outros devem
permanecer na boca para ai libertarem a substancia ativa. As particulas sdo constituidas
por uma ou Vvarias substancias ativas, adicionadas ou ndo de excipientes como diluentes,
aglutinantes, desagregantes, deslizantes, lubrificantes, compostos que podem modificar o
comportamento da preparacdo do tubo digestivo, corantes autorizados pela Autoridade
competente e aromatizantes.

Muitas substancias ativas, veiculadas em comprimidos de liberacdo imediata, tém uma
acao terapéutica de curta duracéo, implicando em adocao de posologia repetida de dose
pelo paciente, a intervalos relativamente longos. Isto ocorre devido as elevadas
oscilagbes das concentragbes plasmaticas do principio ativo, podendo ocasionar
periodos com concentracdes subterapéuticas e em outros casos, o farmaco ultrapassar o

limiar de toxicidade, conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10 - Concentracdes plasmaticas resultantes de multiplas doses (a) e de uma
Unica dose de forma farmacéutica de libertacdo modificada (b) (Lyra et al., 2007).

Com o objetivo de obter um sistema farmacéutico de comprimidos de administracéo oral,
gue proporcione uma modulacao de liberacdo da droga, o formulador podera fazer uso de
um sistema conhecido por forma farmacéutica de liberacdo modificada, através da qual é
possivel manter as concentra¢des plasmaticas da droga dentro dos limites terapéuticos,
durante o espaco de tempo pretendido (Coelho, 2007).

De uma forma geral, as formas farmacéuticas de libertacdo modificada, conforme as
caracteristicas de libertacdo do farmaco pelo sistema farmacéutico podem ser

classificadas em formas farmacéuticas de:
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o Libertacdo prolongada,

e Libertagdo retardada e,

e Libertagdo sequencial.
Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9.0 2009, forma farmacéutica de liberacdo
modificada é: a preparacdo em que a liberacdo da, (ou das) substéncias ativa (s) foi
objeto, quanto a velocidade e/ou ao local onde ocorre, de uma modificacdo deliberada
resultante de um processo especifico e/ou de um método de fabrico especial, sendo,
portanto diferente da que se verifica com uma forma convencional administrada pela
mesma via.
As formas farmacéuticas de liberacdo prolongada sdo um tipo especial de forma
farmacéutica de liberacdo modificada, em que a velocidade de liberagcdo da (ou das)
substancia (s) ativa (s) € inferior & que se verifica com uma forma farmacéutica de
liberacdo convencional administrada pela mesma via. A liberacdo prolongada resulta de
um processo especifico de formulacao e/ou de um método de fabrico especial.
As formas farmacéuticas de liberagéo retardada sdo um tipo de forma farmacéutica de
liberagdo modificada que se caracteriza por uma liberagdo retardada da (ou das)
substancia (s) ativa (s). A liberacédo retardada resulta de um processo especifico de
formulacao e/ou de um método de fabrico especial. As formas farmacéuticas de liberagéo
retardada incluem as preparacdes gastrorresistentes, tal como sdo definidas nas
monografias gerais de formas farmacéuticas sélidas administradas por via oral da
Farmacopeia Portuguesa.
As formas farmacéuticas de liberacdo sequencial sdo um tipo especial de forma
farmacéutica de liberacdo modificada que se caracteriza por uma liberagdo sequencial da
(ou das) substancia (s). A liberagdo sequencial resulta de um processo especifico de

formulacdo e/ou de um método de fabrico especial (Farmacopeia Portuguesa, 2005).

2.5.1. Principais Vantagens das Formas Farmacéuticas de Libertagdo Modificada
Facilidade de ades&o do paciente ao tratamento, devido a simplificagdo do sistema
posologico, em virtude da diminuigdo do numero de administragfes diarias, resultando
em maior conforto e comodidade do paciente.

Diminuig&o das oscila¢des do nivel sanguineo durante o tratamento e consequentemente
diminuicdo dos efeitos secundarios ou quedas acentuadas da concentracao plasmatica,
proporcionando maior eficicia ao tratamento.

Economia em virtude de uma Unica dose substituir varias doses simples.

Diminuicdo do risco de esquecimento de tomada da dose.

Diminuig&o dos efeitos secundarios.
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2.5.2. Sistemas Farmacéuticos de Libertacdo Modificada

Nas ultimas décadas, a tecnologia associada a modificacao da liberacdo de farmacos, a
partir de preparacdes farmacéuticas sofreu um incremento na tentativa de maximizar as
vantagens inerentes as formas farmacéuticas de libertagdo controlada. Existe uma
variedade de sistemas que podem ser empregados para promover a liberacdo modificada
de um farmaco, entre esses sistemas estdo incluidos os lipossomas, as bombas
osmoticas, 0s revestimentos entéricos, 0s sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, os

sistemas matriciais poliméricos, entre, outros.

2.5.2.1. Sistemas Matriciais Hidrofilicos

As matrizes sdo dispersfes ou solu¢cdes de um farmaco em uma ou mais substancias
capazes de modular a sua libertagéo, quando utiliza polimeros hidrofilicos sdo chamadas
de matrizes hidrofilicas.

As matrizes hidrofilicas s@o os sistemas mais populares para a modulacdo de libertacdo
de drogas em comprimidos.

Os sistemas matriciais hidrofilicos compreende os polimeros de origem natural e semi-
sintéticos nele estdo incluidos os derivados celulésicos como a metilcelulose (MC), a
hidroxietilcelulose (HEC), a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), entre outras e o0s
polimeros nao celulésicos naturais como o0 agar-agar, os alginatos, o quitosano, entre

outros. Os polimeros sintéticos podemos citar os carbdmeros e polioxis (Liberal, 2008).

2.5.2.1.1. Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Um dos derivados da celulose mais usados (desde o inicio dos anos 60) em comprimidos
como retardante da liberagdo de farmacos, em formulagcdes orais, € a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).

O éter propilenoglicélico da metilcelulose HPMC (hidroxipropilmetilcelulose) tem a
estrutura molecular principal de celulose, carboidrato natural que contém estruturas
repetidas de unidades de anidroglucose. Na Europa, o0 HPMC é conhecido também pelo
nome de Hipromelose, cuja estrutura molecular esta representada na figura 11 (Coelho,
2007).
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Figura 11 - Estrutura quimica do hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).

A popularidade do HPMC deve-se as suas caracteristicas ndo téxicas, ndo idnicas,
capacidade de incorporar elevadas quantidades de substancias ativas, rapidez e a
economia da tecnologia associada a sua preparacao e a possibilidade de fabricacao de
comprimidos matriciais por compressao direta, sem necessidade de prévia granulacgéo,
facilitando o processo de fabricagdo e proporcionando uma diminuicdo no tempo de
preparagdo dos comprimidos (Lopes, 2005).

A aplicacao industrial do HPMC é bem fundamentada e se encontra consagrada como o
polimero hidrofilico mais utilizado no desenvolvimento de sistemas de libertagdo
modificada de drogas. O HPMC é um promissor material para ser aplicado em filmes
para alimentos, e é também utilizado na industria de alimentos como agente gelificante e
estabilizante (Siepmann & Peppas, 2001).

As especificacdes do HPMC estdo presentes na Farmacopeia Portuguesa 9.3 2009,
USP, Farmacopeia Japonesa e Farmacopeia Europeia.

A tabela 2 apresenta as principais propriedades dos tipos de HPMC, mais utilizados na
modulacdo de liberacéo de farmacos e na tabela 3 se encontram listadas as principais

aplicacdes farmacéuticas da HPMC.
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Tabela 2 - Principais propriedades das HPMC mais frequentemente utilizadas.

_ _ _ _ _ Viscosidade
Tipo Polimero Metoxi | Hidroxipropil
_ (mPa.s) — pH (Solucéo a 1%)
(Premium) (%) (%) .
Solucéo a 2%
K 100 LV 19-24 7-12 80-120 5,5-8,0
K4M 19-24 7-12 3000-5600 5,5-8,0
K15M 19-24 7-12 11250-21000 5,5-8,0
K 100 M 19-24 7-12 80000-120000 5,5-8,0
E4M 28-30 7-12 3000-5600 5,5-8,0
E10MCR 28-30 7-12 7500-14000 5,5-8,0

Tabela 3 - Principais aplica¢des farmacéuticas da HPMC e polimeros recomendados.

Quantidade

Aplicacéo Tipo de Polimero Recomendada

K 100LV Premium CR
K 4M Premium CR

_ . . K 15M Premium CR

Liberagdo Modificada K 100M Premium CR 20 — 55%
E 4M Premium CR

E 10 Premium CR

Revestimento de

i 04 - 59
Comprimidos E3, E5, E6, E15LV Premium 0,5% - 5%

ESLV, E15LV, A15LV, K3

Granulagao ! 2 - 6%
Premium
Preparacdes Liquidas A4M, KaM, K.100M’ FaM, 1-30%
Premium
Mucoadeséao K 100M 5-70
Peliculas Todos -
Capsulas E3, E5, E6, E15, E5O0, F4 -
P Premium LV

Atualmente, existe no mercado um medicamento fitoterapico na forma farmacéutica
comprimidos de libertagdo modificada, utilizando a planta Castanha da india, fabricado a

partir de hipromelose (Figura 12).
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Figura 12 - Medicamento fitoterapico com apresentacdo de comprimidos de liberacdo
modificada indicado no tratamento de varizes produzido a partir do extrato seco da planta
Castanha da india.

2.5.2.1.2. Mecanismos de Libertacdo dos Farmacos a Partir de Matrizes Hidrofilicas
Nesses sistemas a libertacdo da droga é regulada pelos processos de intumescimento,
difusdo e erosao (Bettini et al., 2001).

Em geral, a liberacdo dos farmacos incorporados em sistemas constituidos por polimeros
hidrofilicos baseia-se na transicdo do estado vitreo (estado configuracional altamente
emaranhado) para o estado maleavel, resultado da penetracdo da agua na matriz (Lopes,
2005) (Figura 13).
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Figura 13 - Temperatura de transicao vitrea (Tg) do estado vitreo para o estado maleavel
(Lopes, 2005).

Quando a forma farmacéutica entra em contato com os fluidos gastrintestinais, o polimero
na sua superficie é hidratado e intumesce, formando uma camada gelificada. Essa
camada é posteriormente dissolvida, promovendo a erosdo do comprimido. O farmaco é
liberado por difusdo através dessas camadas gelificadas e/ou erosdo da matriz, como

ilustrado na figura 14 (Pezzini, 2007).
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ANTES DA DEGLUTIGAO APGS A DEGLUTIGRO

A dgua penetra na FF 0 farmaco é liberado por difusdo e/ou erosao

>

Figura 14 - Fases de uma matriz hidrofilica (Pezzini, 2007).

A etapa de liberacdo dos farmacos a partir de sistemas farmacéuticos de matriz hidrofilica

envolve as varias fases representadas na figura 15.

1 2 . 3 1
B8 @ e-

¢ i

4 u 5 | 3 '

I

1 ’ E

Figura 15 - Alteracdes observadas nos sistemas matriciais hidrofilicos que intumescem e
sofrem erosao (Lopes, 2005).

A primeira fase (1) caracteriza-se pela hidratagdo da matriz hidrofilica através do contato
com o meio de dissolu¢do ou com o fluido aquoso gastrointestinal.

ApOs a hidratacdo do sistema com consequente liberagdo imediata do farmaco existente
a superficie do comprimido, ocorre o intumescimento das cadeias poliméricas, com
formacédo da camada gelatinosa de polimero (estado maleéavel) a volta do nucleo seco do
comprimido (2).

A penetragdo da agua continua, mas nesse momento através da camada gelificada, que
vai se hidratando e a camada exterior gelificada sofre erosdo. Estes dois fendbmenos
ocorrem ao mesmo tempo e o sistema matricial mantém um volume mais ou menos

constante (3 e 4).
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Quando a penetracdo da agua na matriz gelificada excede um valor critico de
concentracdo (concentracdo na qual as interagfes entre a agua e o polimero aumentam
com consequente reducdo das interagbes polimero - polimero), as cadeias poliméricas
comecgam a se separar, alargando os espacos onde a difusdo do farmaco ocorre. Nesta
fase, a taxa de hidratagdo diminui relativamente a taxa de erosdo (5). As cadeias
poliméricas dispersam-se na camada mais externa, resultando em aumento da taxa de
erosao.

Em consequéncia do aumento da distancia entre as cadeias poliméricas, estas deixam de
estar interligadas entre si, separando-se com subsequente desintegracao total do sistema
(6) (Lopes, 2005).

O primeiro passo do processo de intumescimento do polimero e de dissolugdo da
substancia ativa comeca com a penetracdo da agua no sistema matricial. A agua diminui
a temperatura de transicao vitrea do polimero, que no caso do hidroxipropilmetilcelulose,
diminui de 184°C para 37°C, com isso ocorre uma transicdo de estado do material
polimérico do estado vitreo para o estado maleavel, formando uma camada gelificada.
Este processo provoca um aumento da mobilidade das cadeias poliméricas, favorecendo
o transporte da substancia ativa ja dissolvida.

Durante a liberacdo do farmaco, a camada de gelatina € exposta a mudangas continuas
da sua estrutura e espessura.

O crescimento da camada gelificada do polimero ocorre em trés fases (Figura 16):

Na primeira fase (a) observa-se um aumento rapido da espessura da camada de gel, em
virtude da penetracdo da taxa de absorcdo de agua ser superior a desintegracdo das
cadeias de polimero, provocando o intumescimento.

Na segunda fase (b), a espessura do gel se mantém constante, a velocidade de
desintegracao é equivalente a velocidade de intumescimento.

A fase final (c) ocorre quando todo o polimero estd hidratado na forma gelatinosa, a
espessura da camada gelificada diminui até desaparecer completamente a matriz

gelificada, ocorrendo a desintegracdo das cadeias poliméricas.
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Figura 16 - Relacdo de espessura da camada de gel versus tempo (Lopes, 2005).

2.5.2.1.3. Cinética de Libertacdo de Farmacos a Partir Sistemas Hidrofilicos

A cinética de libertagdo de farmacos a partir de sistemas matriciais deste tipo esta
diretamente relacionada com a variagdo de espessura da camada gelificada.

Assim sendo, varia de um processo inicial do tipo Fickiano para um processo anémalo
(ndo-fickiano), acabando por fim com as caracteristicas de um processo de primeira
ordem.

No entanto, nem sempre se observam estas trés fases durante o periodo de libertagdo do
farmaco a partir do sistema matricial, em particular devido as baixas taxas de
desintegracdo de alguns polimeros como, por exemplo, a hidroxipropilmetilcelulose.
Resumindo, pode-se dizer que a formacao da camada gelificada € um fator primordial
neste tipo de mecanismos de controlo da libertagdo de farmacos.

Os fendbmenos que governam a formacdo da camada gelificada sdo a penetragdo da
agua, o intumescimento do polimero, a dissolucdo e a difusdo da substancia ativa,e
erosdo da matriz polimérica. Uma vez que o controle da liberacdo da substancia ativa é
obtido pelo controle da difusdo e a difusdo da substancia ativa € obtida pelo controle da
difusdo das moléculas através da camada gelificada e essa camada € susceptivel de se
dissolver ou sofrer erosdo é forcoso controlar esses processos para poder controlar a
libertacdo da substancia ativa.

Resumindo, podemos afirmar que os mecanismos de libertagcdo de um farmaco a partir
de uma matriz intumescivel sdo a difusdo do farmaco através da camada gelificada e o
transporte de farmaco devido ao relaxamento do polimero. A velocidade de difusdo da
substancia ativa depende da dissolucdo da substancia ativa e da erosdo da matriz, uma
vez que estes dois processos afetam diretamente o gradiente de concentragcdo do

farmaco na camada gelificada (Coelho, 2007).
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Este processo de libertagdo ndo segue o mecanismo de difusdo descrito por Fick, no

entanto pode ser descrito por uma equacao semi-empirica.

Q = kt"

Onde Q representa a fragdo de farmaco libertada em determinado periodo de tempo t. A
velocidade especifica k, incorpora as caracteristicas da rede macromolecular e do
farmaco, enquanto n é o expoente difusional. De acordo com vérias investigacdes
(Baneja, 1986) demonstraram que o valor de n é indicativo do tipo de mecanismo de
libertacdo que ocorre no sistema. Para n=0,5, o farmaco segue um mecanismo de difusdo
Fickiano, que é conduzido por diferencas quimicas de gradiente. Para n=1, o farmaco é
libertado de acordo com um transporte de relaxamento que é associado com tensdes e
com transicdes de fase nos polimeros hidratados. Para valores de n entre 05 e 1, uma
difusdo néo fickiana € frequentemente observada como resultado da contribuicéo
conjunta da difusdo do farmaco e da erosdo do polimero. Na tentativa de descrever este

tipo de transporte, Nicholas Peppas, introduziu um segundo termo na equagao anterior:

Q=kyt"+kpt™

Onde ki e kzsdo constantes que refletem as contribuicdes relativas do mecanismo
Fickiano e dos mecanismos de relaxamento. Esta equacdo tem sido aplicada com
sucesso na descricdo da libertagcdo de farmacos a partir de matrizes poliméricas
hidrofilicas (Coelho, 2007).

2.5.2.1.4. Vantagens dos Sistemas Matriciais Hidrofilicos

As matérias-primas séo, em geral, baratas e usualmente classificadas como GRAS
(generally regarded as safe);

Podem incorporar grandes quantidades de farmaco;

Sao erodiveis, reduzindo, a possibilidade de matrizes “fantasmas”;

E féacil obter por compresséo direta, granulacdo por via imida ou compactagio por rolos,
utilizando-se equipamentos comumente disponiveis;

Sua tecnologia de obtencgéo € bem-estabelecida;

Requer o uso de equipamento farmacéutico de fabricagdo de facil aquisicdo, comum ao
uso de fabricacdo de comprimidos simples;

Permitem obter diferentes tipos de perfis de liberacdo: ordem zero, primeira ordem,

bimodal, etc.
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2.5.2.1.5. Desvantagens dos Sistemas Matriciais Hidrofilicos

A liberacdo do farmaco € dependente de dois processos de difusdo, a penetracdo da
adgua pela matriz hidratada no interior do nucleo ndo-hidratado e a difusdo do farmaco
dissolvido pela matriz hidratada.

Se a camada externa da matriz hidratada sofre erosdo, o perfil de liberacdo pode ser
complicado.

2.5.2.2. Sistemas Matriciais Hidrofobicos

As matrizes hidrofébicas podem ser divididas em dois subgrupos: as matrizes lipidicas e
as matrizes inertes. Em ambos os casos o farmaco é liberado essencialmente por
difusé@o, conforme ilustrado na figura 17. No caso das matrizes lipidicas pode ocorrer o

mecanismo de erosao associado (Pezzini, 2007 e Liberal, 2008).

2.5.2.2.1. Matrizes Lipidicas

As matrizes de ceras apresentam um conceito simples. Séo de facil preparo, utilizando-se
compressao direta, compactagdo por rolos ou granulagcdo por fusdo. O controle e
velocidade da liberacéo do farmaco é relativamente grosseiro (Aulton, 2008).

Os farmacos sao dispersos na matriz lipidica usando fundamentalmente duas técnicas:
Na primeira adiciona-se uma solucao ou dispersédo do farmaco e dos aditivos a matéria
gorda fundida, sendo posteriormente eliminado o solvente por evaporacdo. A segunda
consiste na incorporacao direta do farmaco e dos aditivos a matéria gorda fundida

previamente (Coelho, 2007).

ANTES DA DEGLUTICAO APOS A DEGLUTICAO

A dgua penetra na FF 0 farmaco difunde para fora da matriz

Figura 17 - Matriz insoluvel (Pezzini, 2007).
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A base destes sistemas matriciais € constituida por composto lipidico que, quando postos
em contato com os fluidos gastrointestinais, sofrem um processo de eroséo, libertando o

farmaco para o meio (Figura 17).

2.5.2.2.2. Matrizes Inertes

As matrizes inertes sdo também conhecidas como matrizes insollveis, pelo fato de serem
constituidas por polimeros insolaveis.

A estrutura da matriz inerte apresenta poros distribuidos de uma forma aleatéria que

comunicam através de canaliculos estreitos (Figura 18).

Matriz insolavel
Poro

Interface
Solido/Liquido
de dissolugao

Farmaco Canaliculos
nao
dissolvido

Figura 18 - Esquema representativo do interior de uma matriz inerte (Liberal, 2008).

Os comprimidos produzidos a partir de polimeros inertes formam sistemas que ndo séao
alterados pelo suco géstrico, sendo eliminados praticamente intactos. Isto explica “o ser
inerte”, pois se trata ndo da inércia farmacolégica, mas da inércia referente ao
comportamento mecanico do polimero.
A libertagdo de farmacos através de matrizes inertes foi descrita e dividida em trés etapas
(Salomen & Doelker 1980):
1. Penetragdo dos liquidos de dissolugdo através de uma rede de poros

interligados na estrutura matricial;

Dissolugéo do farmaco no interior da matriz;

Difusdo lenta do farmaco dissolvido através de uma rede capilar formada

pelos espacos vazios que ficam entre as particulas do polimero insoltvel.

Percebe-se que uma das principais vantagens tecnoldgicas destes sistemas é o fato do

mecanismo de libertagdo n&o sofrer influéncia de agentes externos, tais como: a
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composicao dos sucos digestivos e a presenca de agentes tensioactivos naturais (Liberal,
2008).

2.5.2.3. Sistemas com Membrana Porosa

Neste sistema o nucleo contendo o farmaco é revestido por uma membrana polimérica. O
nucleo pode ser um comprimido, granulo ou pélete. O farmaco é liberado por difuséo
através da membrana de revestimento. Este revestimento contém em pequena
proporcao, substancias como laurilsulfato de sédio que, quando se dissolvem no liquido
de dissolucéo, originam pequenos poros (Pezzini, 2007 e Lopes, 2006) (Figura 19).

ANTES DA DEGLUTICAO APOS A DEGLUTICAQ

A agua penetrana FF - O farmaco difunde através do revestimento

>

Figura 19 - Sistema reservatorio: a agua penetra na forma farmacéutica e dissolve o
farmaco, o qual difunde através da membrana de revestimento presente na superficie da
forma farmacéutica (Pezzini, 2007).

2.5.2.4. Sistema Osmatico

Sao sistemas que utilizam pressédo osmatica para modular a liberagcédo do farmaco. Nesse
sistema a forma farmacéutica é constituida por um nucleo revestido por uma membrana
semipermedvel & dgua que tem um pequeno orificio, este orificio & feito por raios laser.
Esse sistema é também conhecido por “push-pull” e esta representado na figura 20
(Pezzini, 2007).

43



ANTES DA DEGLUTIGAO APOS A DEGLUTIGAO

C [
*l/ Cic Snzc =
N "4 S
o
: S
h PUSH PULL J;| & PUSH PULL l
A 4gua penetra na FF O farmaco é liberado através

do orificio no revestimento

Figura 20 - Bomba osmética “push-pull’: a agua penetra na forma farmacéutica por
osmose, desintegra o nucleo e intumesce o polimero hidrofilico. A expansao da camada
osmotica (polimero hidrofilico) promove a liberagdo do farmaco através do orificio
(Pezzini, 2007).

2.5.2.5. Sistema de Libertagdo Retardada

O sistema de libertacédo retardada compreende as formulagdes que libertam o farmaco
numa localizagdo predeterminada, geralmente, o intestino. A principal vantagem deste
sistema € a substancia ativa estar protegido do ambiente hostil do estémago ou do
intestino delgado, principalmente no que diz respeito a atividade enzimética.

As partes do intestino grosso mais favoravel para absorver substancias ativas séo o cego
e 0 colén ascendente, zonas onde os contetdos séo ainda fluidos, o que permite um
melhor acesso da molécula de farmaco a parede intestinal (Coelho, 2007 e Liberal,
2008).

Este tipo de sistemas é especialmente usado no tratamento de patologias localizadas ao

nivel colénico, como a doenca de Crohn e a colite ulcerosa.

2.5.2.5.1. Sistemas Entéricos

O revestimento entérico é possivelmente a forma de libertacdo modificada mais
consagrada no ambito das formas farmacéuticas de libertagdo modificada, quando em
1884, Unna utilizou revestimento de queratina para obter pilulas que ndo se
desintegrassem no estdmago (Prista, 2008).

A principal vantagem do revestimento entérico é prevenir a libertacdo de farmacos
irritantes a mucosa gastrica ou que é sensivel a acidez do estébmago. Isto é possivel
revestindo a forma farmacéutica com um polimero fracamente acido que contenha grupos
carboxilicos acidos, que permaneca intacto no estbmago e que quando em contato com
uma zona de pH mais elevado, por exemplo, intestino delgado, permita a libertacdo do

farmaco (Liberal, 2008).
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Os polimeros mais utilizados sé@o os celuldsicos e acrilicos. Dentre eles destacam-se 0s
copolimeros dos &cidos metacrilicos e metilmetacrilico, conhecido popularmente como
Eudragits. Os Eudragits, dependendo da sua composi¢éo, sao insoluveis a valores de pH
inferiores a 6 (Eudragit L) ou 7 (Eudragit S), dissolvendo-se rapidamente apds a
desproteinizacdo dos grupos carboxilicos a valores superiores de pH. Este fato permite

explorar o aumento de pH que ocorre a medida que se vai avancando no trato
gastrointestinal (Coelho, 2007).

2.6. Sistemas Farmacéuticos Gastrorretentivos
Os sistemas farmacéuticos gastrorretentivos sdo utilizados principalmente para farmacos
gue apresentam uma janela de absorcdo estreita. Proporcionando ao sistema
permanecer na zona alvo por mais tempo possivel. Estes sistemas também sao utilizados
para diminuirem os efeitos secundarios de farmacos irritantes e aumentarem a
biodisponibilidade da droga (Baumgartner et al., 2000).
Os sistemas farmacéuticos gastrorretentivos podem ser classificados da seguinte forma:

e Sistemas de alta densidade,

e Sistemas flutuantes,

e Sistemas expansiveis,

e Sistemas mucoadesivos,

e Sistemas magnéticos.

2.6.1. Sistemas de Alta Densidade

Os conteldos gastricos apresentam uma densidade semelhante a agua. Ao ser
administrado sistemas farmacéuticos com uma densidade superior a 2,5 g/cm? presume-
se gue os sistemas farmacéuticos ficam no fundo do estbmago com tempo de residéncia

gastrica prolongado (Aulton, 2008 e Coelho, 2007).

2.6.2. Sistemas Flutuantes

Estes sistemas sdo altamente promissores sendo amplamente encontrados na literatura.
Neste sistema, o sistema farmacéutico flutua no suco gastrico ficando afastado do piloro.
Estes sistemas sdo utilizados para diminuirem os efeitos secundarios de farmacos
irritantes e aumentarem a biodisponibilidade da droga (Baumgartner et al., 2000).

Varias técnicas podem ser utilizadas para alcancar o objetivo da flutuacdo, dentre elas
sistemas hidrodinamicamente equilibrados, sistemas de baixa densidade e geradores de

s

gas.
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Os sistemas de equilibrio hidrodindmico s@o geralmente constituidos por polimeros
hidrofilicos que intumescem quando em contato com solu¢des aquosas. A combinacdo
de processos de intumescimento e de erosdo da camada gelificada que se forma permite
ndo s6 o controle da libertacéo do farmaco como a flutuacdo do sistema farmacéutico.

A formacé&o de gés nos sistemas geradores de gas, geralmente ocorre pela produgéo de
diéxido de carbono. O CO; é gerado pela reacdo dos carbonatos ou bicarbonatos com
acidos incorporados a formulagdo, como o acido citrico, ou com o suco gastrico.

Outra alternativa que também pode ser utilizada é a combinacdo de sistemas geradores
de gas com sistemas hidrodinamicos.

A pentoxifilina foi usada como droga modelo na investigacdo de matriz de comprimidos
flutuantes, com o objetivo de aumentar a permanéncia gastrica, aumentar a
biodisponibilidade e diminuir os efeitos secundarios de irritagdo da droga. Foi estudada a
forca de compresséao, as propriedades de flutuacéo in vitro e in vivo e liberagcdo da droga.
Os comprimidos continham hidroxipropilmetilcelulose (HPMC K4M), a droga e diferentes
aditivos foram utilizados na compressao. Os resultados obtidos por Baumgartner, 2000 e
equipe, demonstraram que a composicao e a forca de compresséo tém grande influéncia
nas propriedades flutuantes e na liberacdo da droga. A incorporacéo do agente gerador
de géas (acido citrico e bicarbonato de s6dio) com a celulose microcristalina, além de
proporcionar uma boa flutuagéo (duracéo do estado latente de flutuagdo de 30 segundos
e duracgéo de flutuacdo > 8 horas), o contetdo da droga também aumenta. A liberagcédo da
droga foi sustentada por mais de 8 horas. Os estudos radioldgicos evidenciaram que 0s
comprimidos ndo aderiram a mucosa do estdmago e que tempo médio de retencéo
géstrica foi prolongado (>4 horas).

Os comprimidos flutuantes revestidos com multicamada, baseado na formacédo de gas
foram desenvolvidos por Sungthongieen et al., 2008. O sistema inédito consistiu de um
ndcleo contendo a droga e o comprimido revestido com uma camada protetora de
hidroxipropilmetilcelulose, outra camada contendo uma substancia formadora de gas, o
bicarbonato de sédio e uma membrana para reter o gas (Eudragit RL 30D, RS 30D e NE
30D e etilcelulose), respectivamente. Os comprimidos apresentaram uma boa
propriedade flutuante com tempo inicial de flutualidade de 7 minutos, flutuando por tempo
maior que 8 horas.

Foi desenvolvido um revestimento de unidade-multipla de flutuacdo de liberacdo
sustentada em comprimidos de levodopa. O sistema foi proposto por Goole, 2008 e
consistiu de um nucleo de 3 mm contendo a droga e um agente gerador de gas,
preparado por granulacdo com derretimento, compressao subsequente e revestimento
com uma membrana polimérica flexivel. O Eudragit e ATEC foram usados como pelicula

anterior e um plastificante respectivamente. O nivel de revestimento foi fixado em 20%
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(p/p). A duracédo do estado latente de flutuagc&o diminuiu na propor¢cdo que o0s agentes
efervescentes aumentaram. Observou-se que a liberacdo sustentada da levodopa foi
maior que 20 horas.

Comprimidos flutuantes e de liberagdo controlada da droga Captopril foram
desenvolvidos por Martinez et al., 2008, a partir de metolose SH 4000 SR e bicarbonato
de sddio. Foram estudados dois diferentes niveis de compactacéo, cinética do volume de
hidratagdo, tempo da matriz flutuante e a densidade da matriz. Os resultados
demonstraram que a matriz compactada a 55 mPa flutua no meio de dissolu¢do por mais
de 8 horas, enquanto que a matriz compactada a 165 mPa flutua somente quando o
bicarbonato de sddio esta presente na formulacdo. O aumento da propor¢édo do polimero
da matriz aumenta o volume de hidratagdo maximal, bem como o tempo para alcancar
este maximo. O volume das hidratagbes aumentou com a inclusdo de bicarbonato de
sodio na formulagdo. A densidade da matriz foi diminuida quando compactada a 55 mPa.
O tempo de liberacdo da droga foi menor quando o bicarbonato de sédio estava incluido
na formulacao.

Para eliminar os periodos de laténcia, que podem levar ao esvaziamento gastrico nos
sistemas geradores de gés, foram desenvolvidos sistemas de baixa densidade contendo
Oleos ou ar. Sendo os sistemas que contém ar os que oferecem melhores resultados.

Foi proposto por Losi et al., em 2006 um sistema inovador, patenteado denominado de
sistema Dome Matrix®, esse sistema consiste em dois comprimidos com uma face
cbncava e uma face convexa ligados entre si ocasionando a formacgédo de uma camara de
ar no seu interior, proporcionando a flutuacéo do sistema. Nesse sistema os comprimidos
sdo obtidos por compressdo em maquinas de comprimir tradicionais, ndo necessitando
de tecnologia especial além de puncdes especialmente desenhados para o efeito. O seu
nome é derivado da semelhanca que apresenta com as cUpulas das catedrais italianas
“Duomo”.

Através de estudos radiogréaficos e cintigraficos, Coelho, 2007 comprovou a flutualidade
de comprimidos flutuantes de ranitidina utilizando o sistema Dome matrix®.

O sistema de liberacao flutuante da droga basicamente flutua no fluido géastrico porque €
menos denso quando comparado com a densidade do meio aquoso. Este sistema é
desejavel para drogas com uma janela de absor¢do no estbmago ou na parte superior do
intestino delgado como furosemida e teofilina (Singh & King 2000; Rouge et al., 1996 e
Sato et al., 2004). O sistema de liberacdo flutuante da droga € também usado para
drogas que atuam localmente na parte proximal do trato gastrointestinal, como
antibiéticos para irradicacdo de Helicobacter pylori usado no tratamento da Ulcera péptica
(Bardonnet et al., 2006; Cooreman et al., 1993; Yang et al., 1999 e Umamaheshwari et

al., 2003), para drogas que séo instaveis no fluido intestinal como o captopril (Singh &
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King 2000; Seta et al., 1988 e Jain et al., 2005) e drogas que exibem pouca solubilidade
no trato intestinal como diazepam (Wurster et al.,, 2003) e cloridrato de verapamil
(Munday et al., 2003).

Existem varios trabalhos publicados em revistas internacionais utilizando sistemas
flutuantes para farmacos sintéticos com ac¢éo antihipertensiva, antiepiléptico, antiulceroso
e de acdo vascular periférica. Entretanto, ndo existe no mercado comprimidos flutuantes
utilizando substéancias obtidas a partir de plantas (fitoterapicos). Motivo pelo qual foi

desenvolvido o presente trabalho.

2.6.3. Sistemas Expansiveis

Uma das principais estratégias usadas para manter um sistema farmacéutico no
estbmago consiste em fazer com que o seu tamanho seja superior ao didametro do piloro
durante a sua fase de maior expansdo. Porém, torna-se impraticavel a administragéo de
sistemas farmacéuticos muito grandes, podendo ocasionar problemas na degluticdo. O
sistema ideal seria aquele inicialmente com tamanho pequeno e que posteriormente
aumente de tamanho significativamente. Este objetivo foi alcangado ao ser desenvolvido
sistemas desdobraveis e sistemas intumesciveis.

Os sistemas desdobraveis sdo constituidos por polimeros biodegradaveis, que séo
incorporados numa cépsula e que depois se desdobram no estémago.

O mecanismo de gastrorretencdo dos sistemas intumesciveis baseia-se no mesmo
principio de retencdo mecénica do sistema farmacéutico. De uma forma geral utilizam-se
polimeros hidrofilicos que, quando postos em contato com solu¢des aquosas, absorvem

adgua e aumentam de tamanho de forma consideravel (Coelho, 2007).

2.6.4. Sistemas Bioadesivos

Os sistemas bioadesivos foram desenvolvidos com o objetivo de aderirem a mucosa
gastrica ou a mucina, promovendo um aumento do seu tempo de permanéncia gastrica.
De acordo com o tipo de ligagdo entre os polimeros e a superficie mucino-epitelial pode
ser classificado de diferentes formas:

Ades&o mediada por hidratagéo;

Adesdo mediada por ligagBes quimicas (covalentes e idnicas), fisicas ou mecéanicas;

Adesado mediada por receptores.

2.6.5. Sistemas Magnéticos
Este sistema consiste na introducao de um iman no abdomen na posicdo anatémica do

estdmago e outro iman no interior do sistema farmacéutico. E um sistema promissor,
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porém € necessaria habilidade suficiente na colocacdo do iman exterior, podendo causar
desconforto ao paciente (Coelho, 2007).

2.7. Concluséo

A protozoose amebiase constitui em um sério problema de salde publica em todo o
mundo, ndo esta restrita apenas aos paises considerados pobres, é possivel detecta-la
em todos os continentes. Assim sendo, o desenvolvimento de medicamento com atuacao
contra a Entamoeba histolytica, principalmente com acdo luminal, nas amebiases
intestinais é muito bem-vindo.

Os sistemas gastrorretentivos sdo bastante promissores e as diversas estratégicas de
gastrorretencdo apresentadas sdo frequentemente combinadas para obter sistemas
gastrorretentivos ainda mais eficazes. A combinagdo de um tempo de permanéncia
gastrica adequada com um perfil de libertacdo de farmaco correto conduz a um aumento

de biodisponibilidade deste, e consequentemente a uma maior eficacia da terapéutica.
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Capitulo Il

Cultivo, Coleta e Analises do Oleo Essencial da Mentha crispa
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3.1. Coleta da Planta Mentha crispa

No desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas as partes aéreas da planta Mentha
crispa L. (familia Lamiaceae), coletada as 6 horas da manh&, com a planta no mesmo
estagio de crescimento. Este horario esta respaldado na literatura que demonstrou maior
concentracao do constituinte majoritario, o 6xido de piperitenona (Silva, 2004). A planta é
cultivada racionalmente sem uso de adubo quimico, na regido de Serra dos Cavalos,
distrito da cidade de Caruaru — PE — Brasil (Figura 21 e 22).

Figura 21 - Cultivo da planta Mentha crispa na regido Serra dos Cavalos no municipio de
Caruaru, Pernambuco - Brasil.

Figura 22 - Coleta matinal (6h) de Mentha crispa na regido de Serra dos Cavalos no
municipio de Caruaru, Pernambuco - Brasil.
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3.2. Obtencéo do Oleo Essencial da Planta Mentha crispa e Hidrolato
As partes aéreas coletadas foram lavadas com agua potavel. Apés lavagem todo material
seguiu para o extrator industrial, utilizando o processo de hidrodestilacdo com uso de

solvente organico (Figura 23).

Figura 23 - Etapa do processo de extracao industrial do 6leo essencial da planta Mentha
crispa por hidrodestilacéo.

O Oleo essencial da Mentha crispa obtido pelo processo de hidrodestilagdo foi
acondicionado em frasco ambar e, depois de célculo do rendimento, armazenado a cerca
de -5 °C.

Amostras do 6leo essencial da Mentha crispa foram separadas e realizadas andlises
fisico-quimicas.

A parte aquosa, também conhecida como hidrolato de acordo com procedimento era
desprezado, porém é sabido que em agua os 6leos volateis apresentam a capacidade de
aromatizar as solugfes aquosas. Assim sendo, o hidrolato foi acondicionado em frasco
ambar e armazenado a cerca de -5 °C e amostras foram separadas para

identificar/quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona.

3.3. Andlises Fisico-Quimicas do Oleo Essencial da Mentha crispa
3.3.1. Aspecto, Odor, Sabor e Cor do Oleo Essencial da Mentha crispa

Analise visual, gustativa e olfativa.

3.3.2. Densidade do Oleo Essencial da Mentha crispa
Foi aplicada a técnica do picndmetro presente na Farmacopeia Brasileira 52 Edicéo,
2010.
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3.3.2.1. Descricdo do Método

Utilizamos picndmetro limpo e seco, com capacidade de, no minimo, 5 mL, que tenha
sido previamente calibrado. A calibracdo consistiu na determinacdo da massa do
picndmetro vazio e da massa de seu conteudo com &agua, recentemente destilada e
fervida, a 20 °C.

Colocou-se a amostra no picndmetro. Ajustou-se a temperatura para 20 °C removeu-se
excesso da substancia, e pesou-se. Obteve-se 0 peso da amostra através da diferenca
de massa do picndmetro cheio e vazio.

O quociente entre a massa da amostra liquida e a massa da agua, ambas a 20 °C é a

densidade relativa.

3.3.3. Indice de Refrac&o do Oleo Essencial da Mentha crispa

Utilizou-se um refratbmetro de bancada da marca Hund Sugar.

3.3.4. indice de Acidez do Oleo Essencial da Mentha crispa
A andlise do indice de Acidez do 6leo essencial de Menta crispa foi determinada através

da metodologia preconizada pela A. O. A. C. (1993).

3.3.5. Determinac&o dos Constituintes do Oleo Essencial da Mentha crispa

O constituinte majoritario contido no 6éleo essencial foi identificado e quantificado através
da técnica de Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
(CG/EM) e Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método analitico foi
devidamente validado de acordo com a USP 34 e RE 899 de 29 de Maio de 2003
publicada no Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil. O protocolo de validagéo

encontra-se no apéndice |.

3.3.5.1. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM)
3.3.5.1.1. Preparo da Curva Analitica

Pesou-se analiticamente cerca de 15 mg do padrdo de referéncia de Oxido de
piperitenona. Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume
com acetato de etila (solucdo estoque, 300 pg/mL). A partir desta solucéo, foi preparada
as demais concentracdes de padrdes em balbes volumétricos de 10 mL conforme

descrito na tabela 4.
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Tabela 4 - Preparacao das solucfes padréo para construcdo da curva analitica.

Concentracéo Final (ug/mL)
15
30
60
150

3.3.5.1.2. Preparo da Amostra

Pesou-se analiticamente cerca de 4,3 mg de 6leo essencial da Mentha crispa. Transferiu-
se para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com acetato de etila. As
condigBes cromatograficas encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 - Condicdes cromatograficas da analise do ativo/marcador O6xido de
piperitenona por CG/EM.

Equipamento CG/EM QP5050A Shymadzu
Gés Hélio
Coluna DB 5 J & W Scientific 30 x 0,25 mm x 0,25 mm
SIM para lons 166, 138 e 67
Tempo 60 min
Vazao do Gas de Arraste 1,0 mL/min
Modelo Controle Splitless

3.3.5.2. Determinacgio do Teor do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona no Oleo

Essencial da Mentha crispa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

3.3.5.2.1. Preparo da Amostra do Oleo Essencial da Mentha crispa

Pesou-se 36,8 mg do 6leo essencial da Mentha crispa. Transferiu-se para baldo
volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Coletou-
se 1 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com

metanol e homogeneizou-se. Filtrou-se com filtro de 0,45 pum. Injetou-se em HPLC.

3.3.5.2.2. Preparo do Padréo
Pesou-se cerca de 18,7 mg do padrdo de referéncia do Oxido de piperitenona e

transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com metanol e
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homogeneizou-se. Coletou-se 1 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL,
completou-se o volume com metanol, homogeneizou-se e filtrou-se com filtro de 0,45 pm.

Injetou-se trés vezes em HPLC. As condi¢des cromatograficas encontram-se abaixo.

3.3.5.2.3. Condicdes Cromatogréficas

Equipamento: HPLC Merck Elite Modelo L 2200

Temperatura da coluna: 25 °C

Detector: 320 nm

Volume de injecdo: 10 L

Coluna: Coluna C18 Varian 150 x 4,6 mm
Coluna C18 Phenomenex 150 x 4,6 mm

Fluxo: 1 mL/min

Canal A: Solucéo diluente
Agua purificada 69 mL
Acido formico 1 mL
Metanol 30 mL

Canal B: Metanol

Tabela 6 - Gradiente do fluxo nos canais do HPLC na analise de teor do ativo/marcador
oxido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa.

Tempo (min.) Canal A (%) Canal B (%)
0 100 0
6 75 25
20 60 40

3.4. Determinacdo do Teor do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona no Hidrolato
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Para esta andlise foi aplicado o mesmo método analitico utilizado na analise do 6leo

essencial da Mentha crispa. As condi¢des analiticas encontra-se no item 3.3.5.2.
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3.5. Resultados e Discusséo

3.5.1. Obtenc&o e Analises Fisico-Quimicas do Oleo Essencial da Mentha crispa

O dleo essencial da Mentha crispa obtido por hidrodestilagdo apresentou um rendimento
de 0,27%, este resultado é considerado baixo quando comparado ao rendimento obtido
pela Mentha pulegium (5,2%). Porém considerado maior quando comparado ao
encontrado em Mentha crispa (0,04%) por Pianowski, 2000. Isto pode ser explicado pelo
fato que o teor do 6leo essencial pode ser influenciado pelas praticas culturais, como
namero e hora do corte, idade da planta, além de fatores ambientais, tal como
temperatura, umidade relativa, irradiacdo e fotoperiodo (Silva, 2004).

O resultado das andlises fisico-quimicas do 6leo essencial da Mentha crispa encontra-se

na tabela abaixo. O éleo apresenta odor caracteristico e sabor picante.

Tabela 7 - Resultados das andlises fisico-quimicas do 6leo essencial extraido das partes
aéreas da Mentha crispa através de hidrodestilac&o.

Analises Resultados
Aspecto Liquido Limpido
Odor Caracteristico
Sabor Picante
Cor Amarelo Claro
Densidade 0, 883 g/mL
indice de Refracdo 1.4731
indice de Acidez 0,44% KOH

3.5.2. Desenvolvimento do Método Analitico por CLAE para Quantificar o Oxido de
Piperitenona no Oleo Essencial da Mentha crispa

A andlise quantitativa de Gleos essenciais é realizada por cromatografia gasosa (CG). No
entanto, durante o estudo da composi¢cdo quimica do 6leo essencial da Mentha crispa
descobriu-se que seu constituinte majoritario, o 0xido de piperitenona, um monoterpeno
oxigenado é soluvel em 4gua e alcool etilico. A partir desta informacao foi desenvolvido
um método analitico por CLAE.

O desenvolvimento do método analitico consistiu na execugdo de varios testes. Dentre

eles o teste de varredura em espectrofotobmetro de ultravioleta. O resultado da analise
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demonstrou que o Oxido de piperitenona é absorvido no comprimento de onda de 320 nm

de acordo com o espectro de varredura, figura 24.
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Figura 24 - Espectro de varredura da substancia éxido de piperitenona no ultravioleta.

Para definicdo das condi¢cdes cromatograficas foram realizados varios testes, com
solventes diferentes em varias proporgdes e as condi¢cdes analiticas que demonstraram
resultados satisfatorios para validagéo analitica do método encontra-se no item 3.5.3.

A validacdo do método foi efetuada conforme protocolo de validagéo analitica elaborada
de acordo com a USP 34, 2011. O resultado obtido nos testes de validacdo da
metodologia analitica para quantificar o 6xido de piperitenona no 6leo essencial da

Mentha crispa encontra-se no apéndice |.

3.5.3. Ensaio para Quantificar o Oxido de Piperitenona no Oleo Essencial da Mentha
crispa

O ensaio para determinar o constituinte majoritario do 6leo essencial da Mentha crispa, o
oxido de piperitenona, foi realizado através de dois métodos analiticos CG/EM e por

CLAE.
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3.5.3.1. Ensaio para Quantificar o Oxido de Piperitenona no Oleo Essencial da
Mentha crispa por CG/EM

Os cromatogramas obtidos no ensaio para quantificar o 6xido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa por CG/EM apresentou um Unico pico, com tempo de

retencao de 21 minutos (Figura 25 e 26).
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Figura 25 - Cromatograma do padrao de 6xido de piperitenona obtido por CG/EM.

) GCMS Chromatozram
inlensity
13000001

G2

1000000~

500000 4

TIC
L0

2 0672

23.155

26.695
s |

\ T T T e e
10 20 30

min

Figura 26 - Cromatograma do 6leo essencial da Mentha crispa obtido por CG/EM.

3.5.3.2. Ensaio para Quantificar o Oxido de Piperitenona no Oleo Essencial da
Mentha crispa por CLAE

Os cromatogramas obtidos no ensaio para quantificar o 6xido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa por CLAE apresentou um Unico pico, com tempo de retengao

de 11 minutos (Figura 27 e 28).
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Figura 27 - Cromatograma do padréo do 6xido de piperitenona obtido por CLAE.
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Figura 28 - Cromatograma do 6leo essencial da Mentha crispa obtido por CLAE.
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O resultado do ensaio para quantificar o 6xido de piperitenona através da técnica da

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ndo variou significativamente quando

comparado ao resultado obtido por cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotbmetro

de massa (CG/EM), conforme se observa na tabela 8.

Tabela 8 - Resultado da analise quantitativa do 6xido de piperitenona no 6leo essencial

da Mentha crispa.

Método Analitico

Resultados (mg/mg)

CG/EM

0,49

CLAE

0,46
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3.5.4 Ensaio para Identificar/Quantificar o Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona no
Hidrolato

Os cromatogramas obtidos neste ensaio nos permitem afirmar que o pico apresentado no
cromatograma da amostra do hidrolato é do 6xido de piperitenona a partir da comparacao
do padrao. O cromatograma do hidrolato por CLAE apresentou um Unico pico, com tempo
de retencédo de 12 minutos (Figura 29 e 30).
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Figura 29 - Cromatograma do hidrolato obtido por CLAE.
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Figura 30 - Cromatograma do padréo do 6xido de piperitenona obtido por CLAE.

O teor do ativo/marcador 6xido de piperitenona encontrado no hidrolato foi de 0,26%
(0,26 mg/qg). Verifica-se que este resultado é considerado baixo quando comparado aos
encontrado em Mentha villosa (93,62%) por Erica, 2008.
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3.6. Concluséo

O método desenvolvido para quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa por CLAE, atende aos requisitos de linearidade, preciséo,
exatiddo, especificidade, intervalo e robustez de acordo com a USP 34, 2011. Este fato
demonstra que o método desenvolvido e validado por CLAE pode ser aplicado para
determinar o teor do constituinte majoritario do 6leo essencial da Mentha crispa.

Na amostra do hidrolato esta presente o ativo/marcador o 6xido de piperitenona, porém
em pequena concentracdo quando comparado ao 6leo essencial da Mentha crispa. Esta
informacéo é de grande importancia, visto que, de acordo com o atual procedimento este
material € desprezado. Assim sendo, a empresa devera adotar um novo procedimento,

considerando a possivel utilizagcdo do hidrolato.
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Capitulo IV

Avaliacdo da Atividade Amebicida e Tricomonicida do Oleo Essencial da Mentha crispa
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4.1. Determinacdo da Atividade Amebicida e Tricomonicida, in vitro
O estudo da atividade amebicida e tricomonicida do 6leo essencial das partes aéreas da
Mentha crispa foi realizado de acordo com a percentagem de inibigcdo do crescimento dos

trofozoitos nas culturas, relativamente a um controle especifico para cada ensaio.

4.1.1. Cepas Utilizadas

Para determinar a atividade amebicida do 6leo essencial da Mentha crispa foi utilizada a
cepa EGG de E. histolytica, originaria de Manaus - Brasil, isolada em Agosto de 1988 de
paciente do sexo masculino, 35 anos, portador de colite disentérica e abscesso hepatico.

As cepas vém sendo mantidas no Laboratério de Amebiase nas dependéncias da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em cultivo axénico em tubos de vidro
estéreis (Pyrex®) contendo 13 mL de meio. Para o cultivo das amebas foi utilizado o meio
YI-S (Diamond et al., 1995).

Os repiques, para manutencdo foram feitos a cada 72/96 horas. As culturas foram
observadas em microscopio invertido, com objetiva de 100X, avaliando crescimento,
atividade e aderéncia dos trofozoitos a parede do tubo. Os tubos que apresentarem bom
crescimento dos trofozoitos foram invertidos véarias vezes e rolados entre as palmas da
mao, para o desprendimento de parte dos trofozoitos aderidos. Um volume de
aproximadamente 0,2 a 0,5 mL da suspenséo de trofozoitos foi transferido para um tubo
de vidro (10 x 100 mm ou 16 x 120 mm) contendo meio novo, pré-aquecido em banho-
maria a 37 °C, por 10 minutos. Apos o repique, os tubos foram mantidos em estufa
bacterioldgica a 37 °C.

Para avaliar a atividade tricomonicida do 6leo essencial da Mentha crispa foi utilizada a
cepa JT de T. vaginalis, originaria do Rio de Janeiro, Brasil, isolada em 1979 de um
paciente do sexo feminino, 40 anos, sintomético. Trofozoitos desta cepa cresceram em
tubos de vidro em meio estéril, YI-S-32, em estufa bacterioldgica a 37 °C. Repiques a
cada 48-72 horas garantiram a manutencdo do parasita em fase exponencial de

crescimento para utilizagdo nos ensaios de atividade tricomonicida.

1.0 Preparacéo da solucao para ensaio de atividade
1.1 Pesou-se 34,4 mg de 6leo essencial da Mentha crispa e dissolveu-se em 500
pL de DMSO retirou-se uma aliquota de 100 puL e completou-se o volume
para 5 mL com meio de cultura.
1.2 Filtrou-se com filtro de 0,22 pm.

1.3 Preparou-se diluicbes nas seguintes concentracdes com meio de cultura:
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0,25 mg/mL

0,125 mg/mL
0,0625 mg/mL
0,03125 mg/mL
0,015625 mg/mL
0,0078125 mg/mL
0,00390625 mg/mL

N o g~ w D PE

4.1.2. Padronizacgao do Inéculo

Para a padronizacdo do inoculo, tubos de vidro estéreis contendo trofozoitos em fase
logaritmica de crescimento, foram mantidos em banho de gelo durante 20 minutos e,
posteriormente, homogeneizados a fim de facilitar o desprendimento dos mesmos. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 7 minutos a 1500 rpm. Parte do sobrenadante
foi descartada e os precipitados obtidos foram concentrados em Unico tubo. A
guantificacdo da suspensdo de trofozoitos foi realizada em cémara de Neubauer,
utilizando a técnica de contagem de leucdcitos adaptada (Carvalho & Silva 1988) e o
corante vital eosina (0,125%). Resumidamente, 40 uL da suspenséao de trofozoitos, foram
transferidos para “eppendorfs” contendo 160 pL de eosina. Apds homogeneizagdo, uma
aliquota desse conteudo foi depositada sob os reticulos da camara, evitando excesso de
liquido e bolhas de ar. A contagem dos parasitos presentes na camara foi executada em
microscépio éptico (Nikon Eclipse E100) no aumento de 10X. O célculo do niumero de
trofozoitos/mL foi efetivado empregando a seguinte equacéo:

Z=FcxFdxY

Onde:

Z = namero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspensao;
Fc = fator de correcdo da Camara de Neubauer (2.500);
Fd = fator de dilui¢cdo utilizado durante a contagem;

Y = nimero de trofozoitos contados nos quatro quadrantes laterais da camara.

Para a selecdo do in6culo ideal, diferentes concentragBes de trofozoitos, em triplicata,
foram testadas (40.000/mL, 60.000/mL e 80.000/mL). Apos 48 h de incubag¢do em estufa
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bacterioldégica a 37 °C, cada cultura foi analisada em microscépio invertido (Olympus
IX51), verificando seu crescimento, mobilidade e aderéncia.

Fato este ndo observado para amebas que ndo apresentaram boa aderéncia as placas
dificultando a quantificac@o pelo método colorimétrico que seré descrito abaixo.

4.1.2.1. Determinacao da Percentagem de Inibicéo

ApOs o ensaio de inibicdo, os trofozoitos ndo aderidos foram retirados com o auxilio de
uma pipeta de vidro e cada poco foi lavado, cuidadosamente, duas vezes com salina
tamponada pH 7,2 (PBS). Em seguida, os trofozoitos aderidos a placa foram fixados com
metanol PA por 15 minutos. ApGs nova lavagem com salina tamponada pH 7,2, para
retirar o excesso de metanol, os trofozoitos foram coradas com azul de metileno 0,1% em
tampdo borato 0,1 M pH 8,7, por 10 minutos. O excesso de corante foi removido por meio
de lavagens sucessivas dos pogos com solucdo de tampéo borato 0,01 M pH 8,7, e 0
corante incorporado pelos trofozoitos foi extraido pela adicdo de 500 pL de solucéo de
acido cloridrico 0,1 M em cada orificio, por 10 minutos.

Aliquotas de 100 uL, de cada pogo, foram entdo transferidas para placa de ELISA de 96
pocos e levadas ao leitor de ELISA (BIO-RAD modelo 3550). A leitura foi realizada em
655 nm (Busatti & Gomes, 2007).

A inibicdo do crescimento dos trofozoitos foi expressa em porcentagem utilizando a
seguinte equacao:

Porcentagem de inibicdo = [1 — (Aess teste + Agss controle negativo)] x 100

Sendo:
Aesss = absorbancia a 655 nm.
Asss controle negativo = absorbancia do controle negativo.

Asss teste = absorbancia referente a agédo do nitroimidazol.

4.1.2.2. Ensaio de Inibicdo do Crescimento de Entamoeba histolytica

Foi utilizado o metronidazol na padronizagdo da técnica de determinagdo da ICso. Este
farmaco é amplamente prescrito no mundo e € usado em muitos experimentos de
atividade amebicida. O metronidazol (20 mg) foi dissolvido diretamente em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se solugdo de 20 mg/mL. Aliquota de 200 pL desta
solucao foi diluida em meio de cultura YI-S-32 para um volume final de 10 mL, obtendo-
se concentracao final de 0,4 mg/mL. A solucado preparada foi, posteriormente, filtrada em
membrana esterilizante de nitrocelulose (0,22 um) e aliquotas desta foram adicionadas a

tubos de vidro contendo trofozoitos de E. histolytica (inéculo previamente padronizado) e
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meio de cultura a fim de obter concentrag¢des finais variando de 0,4 a 12,8 ym, em um
volume final de 6 mL.

Do mesmo modo, o 6leo essencial de M. crispa foi adicionado, separadamente, a novos
tubos contendo trofozoitos de E. histolytica e meio de cultura, a fim de obter
concentracdes finais variando de 0,25 mg a 0,00390625 mg/mL em um volume final de 6
mL para amebas.

Os tubos foram incubados em estufa bacteriologica a 37 °C durante intervalos de 24 e 48
h. Apds os periodos de incubacédo, a viabilidade foi verificada qualitativamente em
microscopio invertido observando-se a mobilidade e aderéncia dos trofozoitos. Para a
determinacdo da ICso 0s trofozoitos foram quantificados através da técnica de contagem
de leucocitos adaptada (Carvalho & Silva, 1988), detalhada anteriormente no item 4.1.2.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes.
Foram utilizado controle negativo (somente trofozoitos), controle positivo (MTZ) e controle
de DMSO (0,5%).

4.1.2.3. Ensaio de Inibicdo do Crescimento de T. vaginalis
Foi utilizado o mesmo método descrito no item 4.1.2.2.

4.2. Avaliacdo da Atividade Amebicida in vivo do Oleo Essencial da Mentha crispa
Inicialmente procuramos obter infec¢des luminais de hamsters e gerbils por gavage com
1 x 10° trofozoitos de E. histolytica, porém nao obtivemos sucesso. Infeccdes invasivas
foram obtidas por inoculacéo diretamente no figado de 1 x 10° trofozoitos (Figura 31).
Este modelo para avaliacdo da atividade amebicida €é aplicavel a amebiase
extraintestinal, invasiva. Foram usados Gerbils (Meriones unguiculatus) como modelo
experimental por constituir o mais susceptivel & amebiase hepatica.

Os tubos contendo Entamoeba histolytica (cepa EGG) foram deixados no gelo por 20
min. Posteriormente os tubos foram agitados e centrifugados por 7 minutos a 1500 rpm
para concentracdo do indculo.

Por laparotomia, foi inoculado 1 x 10° trofozoitos de Entamoeba histolytica no lobo direito
de cada animal em 0,2 mL de meio de cultura.

Os animais inoculados foram tratados durante 7 dias com dose Unica do 6leo essencial
de M. Crispa numa concentracdo muito maior que sua ICsp (40,0 mg/Kg).

Foram utilizados Gerbils machos pesando 200-250 g, separados aleatoriamente em 02
grupos (n=7 animais/grupo), sendo 7 animais do grupo controle e 7 do grupo teste. Os
animais foram tratados no mesmo dia em que foi realizada a infec¢do, perdurando por 7

dias o tratamento. Durante o tratamento, o grupo controle recebeu o meio de cultura YI-S-
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32. No sétimo dia, ap6s o tratamento, os animais foram sacrificados e seus figados

avaliados.

Figura 31 - Figado de Hamster infectado com cepa EGG de E. histolytica

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Determinacdo da Atividade Amebicida e ICsg, in vitro, Frente a E. histolytica

Na determinacdo da ICso para o 6leo de Mentha crispa em relagdo a E. histolytica,

inicialmente descreveu-se a relagdo existente entre a concentragdo do 6leo essencial de

Mentha crispa e o percentual de inibicdo que ele causa no protozoario avaliado. Para

tanto, construiu-se a figura 32, que apresenta o gréfico de disperséo entre o percentual

de inibicdo e a concentracao de 6leo essencial de Mentha crispa.
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Figura 32 - Gréfico de dispersao (Inibicdo x Concentracao).
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A partir da observacédo da figura 32, percebe-se que a relacdo entre concentracdo do
6leo essencial da Mentha crispa e o percentual de inibicdo ndo se aproxima de uma
relagéo linear. Importante salientar ainda que a relagdo existente entre essas duas
variaveis apresenta uma curvatura proxima da curva exponencial.

Sendo assim, a obtencédo do modelo de regressao se torna inviavel, trabalhando com os
dados na sua forma natural. De acordo com a relacdo sugerida pela figura 32, pode-se
transformar a relagdo em linear tomando o logaritmo natural da varidvel concentragdo. A

figura 33, descrita a seguir, apresenta os resultados obtidos.
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Figura 33 - Gréfico de dispersao (Inibi¢cdo x Logaritmo [Concentracédo]).

Observe que parece existir uma relacdo linear entre a Inibicdo e o logaritmo da
concentracdo do derivado vegetal avaliado. Esses resultados nos permitem trabalhar com
o modelo de regressao linear. Assim, o proximo passo foi o de estimar a relacdo existente
entre a variavel resposta, o percentual de inibic&o, e o logaritmo da variavel explicativa, a
concentracdo do derivado vegetal, através da reta de regresséo, obtida pelo modelo de
regressdo. Essa transformacéo foi feita de forma a permitir o ajuste de um modelo linear,
sendo que para apuracao dos resultados sera feita a transformagéo inversa.

Construiu-se o teste de significancia do modelo (ANOVA) com o objetivo de identificar se
a concentracdo do Oleo essencial da Mentha crispa influencia de forma significativa na
variavel resposta, o percentual de inibicdo. Observe pela tabela 9, a existéncia de uma
probabilidade de significancia igual a 0,023, indicando que existem fortes evidencias de
qgue a concentracdo do 6leo essencial da Mentha crispa impacta de forma significativa no

percentual de inibicdo, mostrando o ajuste do modelo aos dados.
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Tabela 9 - Modelo de regresséo final (Oleo essencial da Mentha crispa).

Variavel Variavel o P-valor R? P-valor
o Coeficientes . _
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante 0=108,4 < 0,001 0,238 0,023
de Logaritmo
_— . B1=9,5 0,023
Inibicdo (Concentracéo)

Percentual de inibicdo = Bo + B1* Logaritmo (Concentrag&o).

Observe que tanto o intercepto (Bo) quanto o coeficiente angular (1) ajustados foram
significativos, sendo a probabilidade de significancia do teste, p-valor menor que 0,05, o
que mostra que o logaritmo da concentracdo do 6leo essencial da Mentha crispa é
importante para explicar o percentual de inibicdo da E. histolytica. O valor positivo do
coeficiente angular indica que quanto maior a concentracdo do derivado vegetal, maior
sera o percentual de inibig&o.

O coeficiente de determinacdo ajustado (R? aj.) obtido foi de 0,238, mostrando que
aproximadamente 24% da variabilidade da resposta, o percentual de inibicdo, foi
explicada pelo logaritmo do concentracdo do derivado vegetal. Os outros 76,2% podem
ser explicados por outros fatores ndo contemplados neste estudo. Esse valor também é
considerado satisfatorio, tendo em vista as limitagées do estudo, principalmente no que
diz respeito ao controle das diversas variaveis do estudo. O desvio padrdo do modelo
ajustado é de 16,6%.

Do modelo final obtido n&o foram encontrados outliers. Assim, passou-se para validagéo
do modelo obtido. A analise dos residuos mostra que estes possuem variancia
aproximadamente constante em torno da média 0, sdo independentes e normalmente
distribuidos, p>0,05. Assim, conclui-se que o modelo é adequado.

A etapa final consiste em estimar o valor do ICso, Ou seja, a concentracdo do 6leo
essencial da Mentha crispa que produz a reducéo da populagéo de E. histolytica em 50%.
Para tanto, utilizou-se a técnica de regressao inversa (Werkema, 2006). A equacédo de

regressao obtida a partir dos experimentos é descrita a seguir.

Inibicdo (%) =108,4 + 9,5 - Ln(Concentragao)

Com esta equacdo é possivel determinar qual a concentragdo de derivado vegetal é
necessaria para reduzir a populacéo deste protozoario em 50%, substituindo o valor de
inibicdo desejado na equacgéo. Assim, a equacao para estimar a concentracédo é descrita

a seguir.
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Concentracao(Mentha Crispa) = exp( Inibicao —108,4]

9,5

Utilizando a férmula descrita, substituindo a Inibicdo por 50, conclui-se que o valor da ICso
estimado para o 6leo essencial da Mentha crispa é de 0,022 (mg/mL). O erro padréo para
0 ICso estimado foi 1,5 (ug/mL), de acordo com o0 modelo encontrado. Para uma
estimacdo mais precisa, torna-se necessario a construcdo do intervalo de confianca para
a concentracdo do oOleo essencial da Mentha crispa necessaria para reducdo da
populacdo desse protozoario em 50%. Estes resultados sdo apresentados a seguir pela
tabela 10, que mostra o ICso estimado bem como seu intervalo com 90% e 95% de

confiancga.

Tabela 10 - Estimativa intervalar do 1Csp.

Derivado Vegetal ICs0 (mg/mL) Irgg:l\;gggie Inferior Superior
95 % 0,0002 0,0294
Oleo Essencial da
Mentha crispa 0,02
90 % 0,0003 0,0184

Assim, conclui-se que a concentracdo do 6leo essencial da Mentha crispa necessaria
para reducdo de 50% da populacdo de E. histolytica € de 0,02 (mg/mL) variando de
0,0002 a 0,0294 com 95% de confianga, de acordo com o0 modelo de regressao estimado.
Considerando-se uma confianca de 90% esse intervalo passa a ser de 0,0003 a 0,0184.

4.3.2. Determinacéo da Atividade Tricomonicida e ICso, in vitro, Frente a T. vaginalis

Para determinacgéo da ICso do 6leo essencial da Mentha Crispa em relagdo a T. vaginalis,
o primeiro passo foi identificar a relacdo existente entre a concentracdo do derivado
vegetal e o percentual de inibicdo causado pelo mesmo. Para tanto, construiu-se a figura
34, que apresenta o gréafico de dispersdo entre o percentual de inibicdo e a concentracao

do 6leo essencial da Mentha Crispa.

74



)
O
©
i
A}
\

Inibigao (%)
‘.

.2

o

1

©
m
(=]
N
m
(=]
w

Concentragao (mg/mL)

Figura 34 - Gréfico de dispersao (Inibicdo x Concentracao).

A andlise da figura 34 nos permite observar que a relagdo existente entre concentracao
do 6leo essencial da Mentha Crispa e o percentual de inibicdo ndo € linear. Observe
ainda que a relacdo existente entre essas duas variaveis apresenta uma curvatura
proxima da curva exponencial, corroborando com outros estudos apresentados sobre o
assunto, que utilizam outras drogas.

Esses resultados inviabilizam a obtengcdo do modelo de regresséo linear para os dados
em sua forma natural. Sendo assim, torna-se necessario fazer uma transformacao nos
dados de forma a tornar esta relacdo linear. Seguindo a sugestdo da figura 34, uma
forma natural de tornar a relagdo observada em linear consiste em tomar o logaritmo
natural (Logaritmo) da variavel concentragdo. A figura 35, descrita a seguir, mostra esses

resultados.
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Figura 35 - Gréfico de dispersao (Inibicdo x Logaritmo [Concentracao]).

Note-se, pela figura 35, que agora parece existir uma relacdo linear entre a Inibicdo e o
logaritmo da concentracdo do derivado vegetal. A partir desses resultados, o proximo

passo consistiu em estimar a relacdo existente entre a variavel resposta, o percentual de
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inibicdo, e o logaritmo da variavel explicativa, a concentracdo do derivado vegetal,
através da reta de regressao, obtida pelo modelo de regresséo. Essa transformacéao foi
realizada de forma a permitir o ajuste de um modelo linear, sendo que para apuracao dos
resultados sera feita a transformagéo inversa.

Inicialmente construiu-se o teste de significancia do modelo (ANOVA) para identificar se a
concentracdo do 6leo essencial da Mentha Crispa influencia de forma significativa na
variavel resposta, o percentual de inibicdo. De acordo com a analise de variancia,
observou-se uma probabilidade de significAncia menor que 0,001, o que mostra que
existem fortes evidéncias de que a concentracdo do derivado vegetal supracitado impacta
de forma significativa na inibicdo, mostrando o ajuste do modelo aos dados. O modelo

obtido € apresentado na tabela 11, descrita a seguir.

Tabela 11 - Modelo de regresséo final (Oleo essencial da Mentha Crispa).

Variavel Variavel o P-valor R? P-valor
- Coeficientes o _
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Constante Bo=142,1 < 0,001 0,961 0,001
Percentual
o Logartmo
de Inibicao B1=30,2 < 0,001
(Concentragéo)

Percentual de Inibicdo = Bo + B1* Logaritmo (Concentracao).

A partir da analise da tabela 11, observa-se que tanto o intercepto (Bo) quanto o
coeficiente angular (B1) ajustados foram significativos, p-valor menor que 0,05, mostrando
que o logaritmo da concentracdo do 6leo essencial da Mentha Crispa € importante para
explicar o percentual de inibicdo do T. vaginalis. O valor positivo do coeficiente angular
indica que quanto maior a concentracao do derivado vegetal, maior sera o percentual de
inibicao.

O coeficiente de determinacédo ajustado (R? aj.) obtido para o modelo foi de 0,961,
mostrando que 96,1% da variabilidade da resposta, o percentual de inibicdo, é explicado
pelo logaritmo da concentracdo do derivado vegetal. Os outros 3,9% sao explicados por
outros fatores ndo contemplados neste estudo. Esse valor é considerado satisfatério. O
desvio padrdo do modelo ajustado é de 6,2%.

Para identificacdo dos outliers do modelo de regresséo, considerou-se como tal, residuos
do modelo, cujo valor deve ser no maximo 2,5 em modulo. Um residuo é a diferenca
entre o valor real da varidvel resposta e o valor estimado pela reta de regressédo
(Werkema, 2006). Do modelo final obtido ndo foram encontrados outliers. Assim, passou-

se para validacdo do modelo obtido.
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A validacdo do modelo obtido é feita através da andlise de residuos. O modelo de
regressao € construido sobre as suposicdes de que os residuos sdo normalmente
distribuidos, independentes uns dos outros e com variancia constante em torno da meédia
0. A andlise dos residuos mostra que estes possuem varidncia aproximadamente
constante em torno da média 0, sdo independentes e normalmente distribuidos, p>0,05.
Assim, conclui-se que o modelo é adequado.

Como o modelo se mostrou adequado, a etapa final foi estimar o valor da ICsp, Ou seja, a
concentracao do 6leo essencial da Mentha Crispa que produz a reducao da populagéo de
T. vaginalis em 50%. Para tanto, utilizou-se a técnica de regressao inversa, conhecida
também como calibracdo (Werkema, 2006). A equacdo de regressao obtida a partir dos

experimentos é descrita a seguir.
Inibicdo (%) =142,1+ 30,2 - Ln(Concentracao)
A partir da equacao descrita anteriormente é possivel determinar a concentragdo que

produz um determinado percentual de inibicdo, substituindo o valor de inibicdo desejado

na equacgdo. Assim, a equagao para estimar a concentragdo é descrita a seguir.

Concentragéo(Mentha Crispa) = exp( |nlbl<;§8 ;142,1j

Substituindo a inibicdo por 50 na equagao acima, conclui-se que o valor da ICsp estimado
para o Oleo essencial da Mentha Crispa é de 0,05 (mg/mL). O erro padréo para a ICso
estimada foi 1,1 (ug/mL), de acordo com o modelo encontrado. Para uma estimativa mais
precisa, torna-se necessario a construcado do intervalo de confianga para a concentracdo
do Oleo essencial da Mentha Crispa necessaria para reducdo da populacdo desse
protozoario em 50%. A tabela 12, descrita a seguir, apresenta o valor estimado para o

ICs0 bem como seu intervalo com 90% e 95% de confianga.

Tabela 12 - Estimativa Intervalar do I1Cso.

Derivado Vegetal ICso (Mg/mL) Irgg:}f;{gg‘? Inferior Superior
95 % 0,04 0,06
Oleo Essencial da
Mentha crispa 0,05
90 % 0,04 0,06

77



A partir da analise da tabela 12 é possivel concluir que a concentracao do 6leo essencial
da Mentha Crispa necessaria para reducao de 50% da populacdo de T. vaginalis é de
0,05 (mg/mL) variando de 0,04 a 0,06 com 95% de confianca, de acordo com o modelo
de regresséo estimado. Considerando-se uma confianga de 90% esse intervalo continua

0 mesmo.

4.3.3. Avaliacdo da Atividade Amebicida, in vivo, do Oleo Essencial da Mentha
crispa
As lesbes nos animais tratados ndo apresentaram diferencgas significativas dos animais

controles.

4.4, Concluséo

A M. crispa apresentou excelente atividade amebicida in vitro, justificando sua avaliacao
in vivo, apesar dos modelos ndo serem ideais. Considerando que a amebiase é uma
infeccdo luminal e invasiva. Ou seja, muitos individuos infectados assintomaticos sao
presumidos de portarem a ameba somente no lumen intestinal. Ja as infeccbes
sintomaticas sdo presumidas por ocorrer invasdo da submucosa intestinal causando
amebiase invasiva intestinal, podendo também ocorrer amebiase extraintestinal, sendo o
figado o 6rgdo mais acometido. Procuramos determinar a efetividade do 6leo essencial
da M. crispa em infeccbes experimentais por E. histolytica invasiva e luminal. As
infecgBes invasivas foram produzidas em figado de hamsters. As lesBes nos animais
tratados ndo apresentaram diferencas significativas dos animais controles, sugerindo que
o0 Oleo essencial da M. crispa ndo atuaria sistemicamente. Apesar de ndo existirem até o
momento modelos experimentais para amebiase luminal, tentamos produzir infeccdes
luminais em hamsters e gerbils por gavage de trofozoitos. Todas as tentativas
fracassaram e ndo pudemos confirmar nossa expectativa de que o 6leo essencial da M.
crispa atuaria em nivel da luz intestinal nestes animais.

O o6leo essencial da Mentha crispa apresentou in vitro uma boa atividade tricomonicida,
e 1Cso 0,05 mg/mL. Estes resultados indicam a possibilidade do uso do 6leo essencial da
Mentha crispa como uma terapia alternativa na tricomoniase, porém é necessaria a
realizacao de testes in vivo para comprovacao desta atividade. Contudo, até o momento

ndo existem modelos bem estabelecidos para tricomoniase experimental.
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Capitulo V

Preparacédo dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um

Parasiticida
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5.1. Preparacdo dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo
um Parasiticida

Os sistemas matriciais hidréfilos sdo dos sistemas mais utilizados para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de libertacdo modificada, em virtude de sua
producdo ndo necessitar de equipamento especial, bem como apresentar elevada
versatilidade. Dessa forma, neste trabalho foi utiizado o HPMC K4M e um agente
formador de gas, o &cido citrico com bicarbonato de sédio na producdo dos comprimidos

flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida.

5.1.1. Materiais

HPMC K4M (Colorcon)
Oleo essencial da Mentha crispa
Lactose spray dry

Celulose microcristalina 101
Celulose microcristliana 102
Celulose microcristalina 200
Talco

Estearato de magnésio
Acido citrico

Bicarbonato de sédio

5.1.2. Equipamentos

Misturador em “V” Alwis capacidade 5 Kg

Compressora Automatica MN3-F Neuberguer com 16 puncdes
Balanca Ohaus

Balanca Toledo

Gral de porcelana com pistilo

5.1.3. Preparacéo dos Comprimidos

Na preparacdo dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um
parasiticida foi utilizada a técnica da compressao direta. O 6leo essencial da Mentha
crispa foi incorporado ao aerosil e juntamente com as outras matérias-primas foram
introduzidas no misturador em “V” e misturadas por determinado tempo. Em seguida o pé
foi colocado no alimentador da compressora automética com 16 puncdes de 19 mm com
formato oblongo. A forgca de compressdo foi de 8 toneladas. As quatro diferentes
formulacdes foram preparadas da mesma forma, mudando apenas 0s excipientes.

Seriam produzidas cinco formulagdes com diferentes concentraces do HPMC K4M e
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excipientes. Em virtude de troca de substancias durante a preparagédo, a formulacao
identificada como A3 foi descartada.

5.1.4. Verificacdo dos Comprimidos

Os comprimidos produzidos foram examinados visualmente, nomeadamente no que diz
respeito ao exame de superficie para detectar irregularidades. As dimensdes dos
comprimidos (diametro e espessura) foram determinadas em dez comprimidos usando
um paquimetro.
Na tabela 13
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC K4M).

encontram-se as formulagbes produzidas a partir do

Tabela 13 - Férmulas em percentual dos comprimidos produzidos com HPMC K4M.

Matéria-prima Formulacéo Formulacéo Formulacéo Formulacéo
Al (%) A2 (%) A4 (%) A5 (%)
HPMC K4M 43,5 30 40 30
Oleo Essencial da
) 2,5 2,5 2,5 2,5
M. crispa
Celulose 102 41,2 54,7 20 -
Talco 2,0 2,0 3 2,0
Lactose Spray Dry - - 23,72 -
Celulose 200 - - 54,7
Acido Citrico
. 3,89 3,89 3,89 3,89
anidro
Bicarbonato de
_ 3,89 3,89 3.89 3,89
Saodio

Os testes realizados nos comprimidos estéo descritos a seguir.
5.1.5. Producéo dos Comprimidos para Estudos Radiograficos

Os comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida para os

estudos radiograficos em cées foram preparados conforme se apresenta na tabela 14.

82



Tabela 14 - Formula em mg dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada
contendo um parasiticida preparados para os estudos radiograficos.

. _ Quantidade para um
Matéria-Prima o
Comprimido
Oleo Essencial da Mentha
: 15,00 mg
crispa
HPMC K4M 240,00 mg
Celulose MC 102 105,00 mg
Lactose Spray Dried 64,32 mg
Talco 18,00 mg
Acido Citrico 23,34 mg
Bicarbonato de Sodio 23,34 mg
Sulfato de Bario 93,00 mg
Di6xido de Silicio Coloidal 6,00 mg
Estearato de Magnésio 12,00 mg

5.2. Analises Fisico-quimicas dos Comprimidos Flutuantes de Libertagcao
Modificada Contendo um Parasiticida

5.2.1. Aspecto dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um
Parasiticida
Os comprimidos produzidos foram examinados visualmente, no que diz respeito ao

exame de superficie para detectar irregularidades ou da coloragéo.

5.2.2. Dureza dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um
Parasiticida
Determinou-se a dureza de 10 comprimidos conforme preconiza a Farmacopeia

Portuguesa Edicdo 9.0 2009, utilizando Durédmetro automatico da marca Erweka.

5.2.3. Friabilidade dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo
um Parasiticida
Este parametro foi avaliado utilizando-se equipamento friabildbmetro automatico da marca

Nova Etica, de acordo com metodologia da Farmacopeia Portuguesa Edi¢do 9.0 20009.
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5.2.3.1. Descricao do Método

O método consistiu em pesar com exatiddo um minimo de vinte comprimidos, introduzi-
los no aparelho e submeté-los a acao do aparelho e retira-los depois de efetuadas cem
rotacdes num periodo de cinco minutos.

Apo6s removeu-se qualquer residuo de poeira dos comprimidos, eles foram novamente
pesados. A diferengca entre o peso inicial e o final dos comprimidos representa a
friabilidade em funcdo da porcentagem de p6 perdido.

5.2.4. Determinacéo da Uniformidade de Massa das Preparacdes Apresentadas em
Formas Farmacéuticas Unitérias
Para este ensaio foi aplicada metodologia preconizada na Farmacopeia Portuguesa

Edicdo 9.0 2009, utilizando balanca analitica da marca Ohaus.

5.2.4.1. Descri¢cao do Método
O ensaio consistiu em pesar individualmente 20 unidades dos comprimidos, retiradas ao

acaso da mesma formulacdo e determinada a massa média.

5.2.5. Didmetro e Espessura dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada
Contendo um Parasiticida

Para determinagédo do diametro dos comprimidos foi aplicada metodologia preconizada
por Prista, 2008 adaptada.

5.2.5.1. Descri¢cdo do Método
Utilizando um paquimetro calibrado dotado de visor digital para leitura mediu-se o

didmetro e a espessura dos comprimidos (centro e bordas).

5.2.6. Umidade do P6 dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada
Contendo um Parasiticida

Para este ensaio foi utilizado equipamento de infravermelho da marca Sartorius modelo
MA30.

5.2.7. Ensaio de Dissolucao/Perfil de libertacdo dos Comprimidos Flutuantes de
Libertacdo Modificada Contendo um Parasiticida

No ensaio de dissolu¢cado dos comprimidos flutuantes, foi aplicado o método analitico de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os testes foram realizados em aparelho
dissolutor automatico da marca Erweka com seis cubas, usando as seguintes condicdes

experimentais:
84



Volume: 500 mL
Velocidade: 100 rpm
Temperatura: 37 °C +/- 0,5
Haste: Pa

Liquido: HCIO,A1NpH=1,2

Foi introduzido um comprimido em cada cuba (Seis comprimidos para cada formulacao).
Foi coletada amostra a cada 1 hora por 8 horas, transferiu-se para vials apos filtracédo
com filtro de 0,45 um e injetou-se em HPLC para quantificar o ativo/marcador 6xido de

piperitenona.

5.2.7.1. Preparo do Padréo

Pesou-se 18,7 mg e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL. Completou o volume
com HCL 0,1 N pH 1,2 e agitou. Retirou 1mL e transferiu para baldo volumétrico de 5 mL.
Completou o volume com HCI 0,1 N pH 1,2 e agitou. Transferiu para vials apos filtragéo

com filtro de 0,45 pm e injetou-se em HPLC.

5.2.7.2. Condi¢gdes Cromatograficas
Equipamento: HPLC Merck Elite Modelo L 2200
Temperatura da coluna: 25 °C

Detector: 320 nm

Volume de injecéo: 99 uL

Coluna: C18 Varian 150 x 4,6 mm

Fluxo: 1 mL/min.

O fluxo da fase movel foi em gradiente de acordo com as condigfes especificadas

abaixo:

Canal A: Solucéo diluente
Agua purificada 69 mL
Acido férmico 1 mL

Metanol 30 mL

Canal B: Metanol
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Tabela 15 - Gradiente do fluxo nos canais do HPLC na analise de dissolu¢do para
quantificar o ativo/marcador O6xido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de
libertacdo modificada contendo um parasiticida.

Tempo (min.) Canal A (%) Canal B (%)
0 100 0
6 75 25
20 60 40

A partir dos resultados, foram obtidos os perfis de dissolucdo das quatro
formulacdes. Os resultados obtidos no ensaio de dissolucdo foram aplicados nos
diferentes modelos matematicos para determinacgéo da cinética de dissolucéo (tabela 16)
e calculou-se os seguintes parametros de dissolugdo: Tso (tempo necessario para que
se liberte 50% ativo/marcador 6xido de piperitenona) e eficacia de dissolugdo apos oito
horas (EDaso).

Tabela 16 - Ordem/modelos de cinética de dissolu¢do usados na avaliagdo do perfil de
dissolucdo dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um
parasiticida.

Ordem/Modelo Equacéo*
Zero Ordem Qt= Qo — Kot
Primeira Ordem 1nQ: = 1nQo — Kit
Higuchi Qi = Kut*?
Hixson-Crowell Qi = Qo' - Kct

*Q: - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo — quantidade inicial de farmaco em
solucdo; K°, K*, KM, K€, - constantes de libertacdo de zero ordem, de primeira ordem, de
Higuchi e de Hixson-Crowell, respectivamente; t - tempo.

A eficiéncia de dissolucao (ED%) foi calculada a partir dos valores obtidos da area
sob a curva (ASC) do perfil de dissolucdo do ativo/marcador 6xido de piperitenona, no
intervalo de tempo (t), através do método de trapezdides. A eficiéncia de dissolugéo
(ED%) foi determinada através da razé@o entre a ASC de 0 a 480 min (ASCo.-480 minutos) € @
area total do retangulo (ASCtr) definido pelo maximo da quantidade (%) dissolvida na
ordenada e pela abscissa (t = 480 minutos). A ED foi expressa em percentagem da area
do retangulo que descreve 100% de dissolugdo (Mahle et al., 2007; Khan, 1975 e

Bortoluzi & Laporta 2008), conforme equacé&o a seguir.
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ED = ASC(0_480) x 100
ascTR

5.2.8. Teste de Flutualidade in vitro dos Comprimidos Flutuantes de Libertacéo
Modificada Contendo um Parasiticida

Em aparelho dissolutor da marca Erweka com 500 mL de fluido gastrico sem pepsina, pH
1,2, aquecido a 37 °C +/- 0,5 e 100 rpm. Adicionou-se 1 comprimido em cada cuba.

Observou-se o comportamento (Baumgartner, 2000).

5.2.9. Erosao dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um
Parasiticida

Em recipiente contendo 1L de agua purificada aquecida a 37° +/- 0,5 °C e submetidos a
uma agitacdo de 50 rpm. Ao final de 8 horas, o restante de cada comprimido foi secado
em estufa da marca FANEM aquecida a 40 °C até peso constante e a sua massa
determinada (Coelho, 2007).

5.2.10. Teor do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona nos Comprimidos Flutuantes
de Libertacdo Modificada Contendo um Parasiticida

Para a quantificacdo do marcador 6éxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes
contendo 6leo essencial de Mentha crispa, foi desenvolvida e validada (apéndice )
metodologia de andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para tanto
foi utilizado HPLC da marca Merck modelo Elite Modelo L 2200, automatico, com detector
de UV e aquecedor de coluna.

5.2.10.1. Preparo da Amostra

Pesou-se 10 comprimidos e colocou-se em gral de porcelana. Em seguida triturou-se até
obter um pé. ApGs pesou-se 1472 mg do poé e transferiu-se para baldo volumétrico de 10
mL, completou-se o volume com metanol e agitou-se. Coletou-se 1 mL e transferiu-se
para baldo volumétrico de 5 mL e completou-se o volume com metanol, agitou-se. Filtrou-

se com filtro 0,45 um e injetou-se no HPLC.

5.2.10.2. Preparo do Padréo
Pesou-se cerca de 18,7 mg do padrao do 6xido de piperitenona e transferiu-se para baléo
volumétrico de 10 mL, completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Coletou-

se 1 mL e transferiu-se para baldo volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com
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metanol, homogeneizou-se e filtra-se com filtro de 0,45 pum. Injetou-se trés vezes em

HPLC. As condigbes cromatogréaficas encontram-se abaixo.

CondicGes Cromatograficas
Equipamento: HPLC Merck Elite Modelo L 2200
Temperatura da coluna: 25 °C
Detector: 320 nm
Volume de injecdo: 10 L
Coluna: C18 Phenomenex 150 x 4,6 mm
C18 Varian 150 x 4,6 mm

Fluxo: 1 mL/min.

O fluxo da fase movel € em gradiente de acordo com as condi¢gfes especificadas abaixo:

Canal A: Solucéo diluente
Agua purificada 69 mL
Acido férmico 1 mL
Metanol 30 mL

Canal B: Metanol

Tabela 17 - Gradiente do fluxo nos canais do HPLC na andlise de teor do ativo/marcador
Oxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um
parasiticida.

Tempo (min.) Canal A (%) Canal B (%)
0 100 0
6 75 25
20 60 40

5.3. Andlise Microbioldgica dos Comprimidos Flutuantes Contendo um Parasiticida
Foi aplicada metodologia para ensaios microbioldégicos para produtos ndo estéreis,
conforme definido na Farmacopeia Brasileira 5% Edicdo, 2010. Também foi efetuada a
pesquisa de coliformes totais e fecais de acordo com o Manual de métodos de andlise

microbiolégica de alimentos 1997 e Manual Pratico de Analise de Agua, 2006.
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5.4. Resultados e Discussao

5.4.1. Analises do P6 e dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada
Contendo um Parasiticida

Os comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um parasiticida foram
produzidos e armazenados a temperatura ambiente por seis meses. As avaliacées foram
efetuadas apés a producao dos comprimidos. Todos os testes foram realizados ap0s seis

meses, com objetivo de avaliar a estabilidade dos comprimidos.

5.4.2. Testes dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um
Parasiticida

Foram realizadas andlises fisico-quimicas dos comprimidos flutuantes no tempo inicial de
fabricagdo e apos seis meses, 0s resultados encontra-se nos itens seguintes.

Os comprimidos flutuantes apresentaram um bom estado, cor homogénea e liso (Figura
36).

Figura 36 - Comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida.

Foi observado que apOs seis meses 0s comprimidos permaneceram com as mesmas

caracteristicas fisicas, aspecto e cor inalterados.
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5.4.2.1. Dureza dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo

um Parasiticida
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Figura 37 - Dureza dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um
parasiticida.

Verifica-se que na andlise inicial da dureza dos comprimidos, as formula¢des Al, A2 e A5
apresentaram resultado da andlise de dureza abaixo do que especifica a Farmacopeia
Portuguesa 2009 (> 3 kgF). Enquanto que a formulacdo A4 apresentou resultado dentro
do limite especificado (3,6 kgF). Isto pode ter ocorrido pelo fato da formulacdo A4
apresentar o agente aglutinante, lactose spray-dried que favorece a compressibilidade
(Figura 37).

5.4.2.2. Friabilidade dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada
Contendo um Parasiticida

No que se refere a friabilidade dos comprimidos todas as formulagbes apresentaram
resultados satisfatérios (< 1 %), contudo a formulacdo A4 apresentou o melhor resultado
(0,227 %) (Figura 38).

Friabilidade

1,00%

0,80% 0,65% HAl
0,60% HA2
0,40% 0,23% m AL
0,20% = AS
0,00% - . . : .

Al A2 A4 A5

Figura 38 - Friabilidade dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo
um parasiticida.
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Analisando os resultados apresentados anteriormente verifica-se que a friabilidade dos
comprimidos flutuantes é inferior ao limite imposto pela Farmacopeia Portuguesa 2009.
Porém, a formulagdo A4 apresentou melhor resultado possivelmente pela acéo

aglutinante da lactose spray dried presente exclusivamente nesta formula.

5.4.2.3. Determinacdo da Uniformidade de Massa das Preparacdes Apresentadas

em Formas Farmacéuticas Unitarias
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Figura 39 - Massa dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um
parasiticida.

A avaliacdo da massa dos comprimidos flutuantes demonstrou que nenhuma das
formulacbes ultrapassou os limites exigidos pela Farmacopeia Portuguesa 2009,

apresentando valores homogéneos e satisfatérios (Figura 39).

5.4.2.4. Diametro dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo

um Parasiticida
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Figura 40 - Diametro dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo
um parasiticida.
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Verifica-se que o didmetro dos comprimidos das formulactes estudadas apresentaram

resultados uniformes (Figura 40).

5.4.2.5. Espessura dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada

Contendo um Parasiticida
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Espessura dos comprimidos

Figura 41 - Espessura dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo
um Parasiticida.

Verifica-se que a espessura dos comprimidos das formula¢des estudadas apresentaram
resultados semelhantes (Figura 41).

5.4.2.6. Umidade do P6 dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada

Contendo um Parasiticida
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Figura 42 - Umidade do p6 dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada
contendo um parasiticida.

Da analise dos resultados apresentados na figura 42 verifica-se que a umidade do pé
dos comprimidos de todos os pilotos produzidos, obedece ao limite definido por PRISTA,

2008 que estabelece um valor < 8%. E importante salientar que apos seis meses de
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armazenamento os comprimidos ndo apresentaram aumento significativo da umidade.
Este fato é bom, pois a umidade fora da especificacdo podera provocar alteracdes
significativas no que se refere a estabilidade dos comprimidos, podendo ocasionar

alteracdes quimicas do ativo/marcador e mudanga na cor dos comprimidos.

5.4.2.7. Ensaio de Dissolucao/Perfil de Libertacdo dos Comprimidos Flutuantes de

Libertacdo Modificada Contendo um Parasiticida

Tabela 18 - Resultado do teste de dissolucdo dos comprimidos flutuantes de libertacdo
modificada contendo um parasiticida nas quatro formulag¢des (A1, A2, A4 e A5).

Formulacbes
Hora Al (%) A2 (%) A4 (%) A5 (%)
1 26,22 24,52 27,02 25,55
2 44,05 40,00 31,00 41,11
3 62,11 53,75 54,2 53,33
4 67,62 61,77 61,77 58,28
5 76,72 67,92 70,93 65,88
6 85,55 72,34 77,37 71,27
7 93,60 77,26 81,64 78,00
8 99,28 81,04 82,31 80,28

Verifica-se na tabela 18 que o percentual de libertagdo do ativo/marcador Oxido de
piperitenona na primeira hora estd de acordo com a especificacdo da Farmacopeia
Portuguesa edicdo 2009 para medicamentos de libertacdo prolongada, onde no primeiro
ponto obtém-se em regra, uma taxa de dissolucao de 20 a 30 % e o Ultimo ponto mais de

80%. Este fato ocorreu em todas as quatro formulagdes.
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Figura 43 - Perfil de dissolucdo dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada
contendo um parasiticida nas quatro formulactes (Al, A2, A4 e Ab).

Da analise do grafico verifica-se que as formulagdes desenvolvidas apresentam boas
caracteristicas para modular a libertagéo do ativo/marcador 6xido de piperitenona durante
o periodo de 8 horas. Observa-se também que as quatro formulagfes apresentaram perfil
de dissolucdo semelhante, contudo a formulagdo Al na oitava hora liberou quase 100%
do ativo/marcador 6xido de piperitenona (Figura 43).

Tabela 19 - Coeficiente de correlagdo linear (r) obtido através de linearizagdo do perfil de
dissolugdo dos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um
parasiticida.

Formulagdo | Ordem Zero Primeira ordem Higuchi Hixson-Crowell
Al 0,937 0,827 0,990 0,965
A2 0,899 0.991 0,991 0,970
A4 0,912 0,983 0,974 0,970
A5 0,904 0,991 0,995 0,974

Através da linearizacdo do perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos flutuantes de libertacéo
modificada contendo um parasiticida foi possivel calcular o coeficiente de correlacéo, r,
de cada formulacdo nos diferentes modelos (ordem zero, primeira ordem, Higuchi e
Hixson-Crowell). De acordo com os resultados apresentados na tabela 19, todas as
qguatro formulacdes apresentaram uma cinética de libertacdo que se aproxima mais dos
modelos Higuchi e de primeira ordem, sendo que a formulagdo Al a que mais se afastou
deste modelo.
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Tabela 20 - Parametros de dissolucdo dos comprimidos flutuantes de libertacéo

modificada contendo um parasiticida nas quatro formulactes (Al, A2, A4 e A5).

Formul ac ao QT480 EDu4go Tso
Al 99,28 % 62,172 % 153 min
A2 81,04 % 65,618 % 168 min
A4 82,31 % 66,687 % 168 min
Ab 80,28 % 65,561 % 168 min

Os resultados obtidos da eficiéncia de dissolugdo (ED%) dos comprimidos flutuantes de

libertacdo modificada contendo um parasiticida demonstraram valores proximos (Tabela

20). A eficiéncia de dissolucdo é um importante parametro de cinética de dissolucao, pois

estd relacionado com a quantidade real de ativo que se encontra dissolvida no meio e,

desta forma, pode-se ter um melhor progndstico dos resultados in vivo, por isto, o uso da

eficiéncia de dissolugdo é defendida por alguns autores, em virtude de que a

biodisponibilidade é estimada por integracdo da area sob a curva de concentragdes

plasmaticas e os resultados de dissolugéo in vitro sdo expressos através da area sob a

curva de concentragdes dissolvidas do farmaco (Serra & Storpidis, 2007).

5.4.2.8. Flutualidade in vitro dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada

Contendo um Parasiticida
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Figura 44 - Flutualidade in vitro dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada

contendo um parasiticida.
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Neste ensaio verificou-se que os comprimidos das quatro formulagcbes produzidas,
flutuaram em menos de 10 minutos e que a formulagdo A2 demonstrou melhor resultado
(Figura 44 e 45).

Estes resultados é concordante com os obtidos na literatura e justificado pelo
intumescimento da matriz hidrofilica e presenca de agentes formadores de gas. Verificou-
se também que os comprimidos de todas as formulagbes comecaram a flutuar com
menos de 1 minuto de ensaio. Os comprimidos de todas as formulagdes flutuaram por

mais de 24 horas.

Comprimido flutuando

Figura 45 - Comprimidos de libertagdo modificada contendo um parasiticida flutuando em
meio acido (HCL 0,1N pH 1,2).

5.4.2.9. Erosdo dos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo

um Parasiticida
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Figura 46 - Erosdo dos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um
parasiticida.
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Verifica-se que todas as formulacdes apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados na literatura, provavelmente pelo uso de matriz hidrofilica de baixa
densidade, o HPMC K4M (Figura 46 e 47).

Figura 47 - Comprimido flutuante de libertacdo modificada contendo um parasiticida apos
ensaio de erosao.

5.4.2.10. Teor do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona nos Comprimidos

Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um Parasiticida

Teor do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona
(Ap0s seis meses)

mAl
mA2
mA4
m A5

Al A2 A4 A5
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Figura 48 - Teor do ativo/marcador 6xido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de
libertacdo modificada contendo um parasiticida.

Da andlise dos resultados apresentados na figura 48 verifica-se que a formulacao A5

apresentou resultado baixo quando comparado as outras formulacoes.
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5.4.2.11. Ensaio Microbiolégico

O estudo microbiolégico dos comprimidos flutuantes apresentou resultados satisfatérios

de acordo com o que estabelece a Farmacopeia Brasileira, 5° Edicdo 2010, para

produtos ndo estéreis (Tabela 21 e 22).

Tabela 21 - Resultado do ensaio de contagem de microrganismos viaveis em produtos
nao estéreis realizado nos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um

parasiticida.

Formulacéao

Contagem de Microrganismos Viaveis em

Produtos nao Estéreis

Al < 1 UFC/comprimido
A2 < 1 UFC/comprimido
A4 < 1 UFC/comprimido
A5 < 1 UFC/comprimido

Tabela 22 - Resultado do ensaio de pesquisa de microrganismos patégenos realizado

nos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um parasiticida.

Formulacéo

Microrganismo Al Ao A AS

Salmonella sp <1 <1 <1 <1
UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp.

S. aureus <1 <1 <1 <1
UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp.

P. aeruginosa <1 <1 <1 <1
UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp.

E. coli <1 <1 <1 <1
UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp. | UFC/comp.

Os comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida conforme

tabela a seguir apresentaram resultados satisfatérios no ensaio de pesquisa de

coliformes totais e fecais (Tabela 23).
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Tabela 23 - Resultado do ensaio de pesquisa de coliformes fecais e totais realizado nos
comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida.

Formulacéao Pesquisa de Coliformes Fecais e Totais
Al < 1 UFC/comprimido
A2 < 1 UFC/comprimido
A4 < 1 UFC/comprimido
A5 < 1 UFC/comprimido

5.5. Concluséo

O método desenvolvido para determinar o teor do ativo/marcador éxido de piperitenona
nos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida, atende
aos requisitos de linearidade, preciséo, exatiddo, especificidade, intervalo e robustez de
acordo com a USP 34, 2011. Dessa forma, podemos afirmar que este método é seguro e
eficaz;

ApoGs seis meses de produzido os comprimidos flutuantes de libertacdo modificada
contendo um parasiticida ndo apresentaram alteracdo significativa quanto as
caracteristicas fisico-quimicas. No que se referem as caracteristicas microbiol6gicas os
comprimidos apresentaram resultados satisfatorios, comprovando a qualidade dos
comprimidos produzidos;

A modulagéo da libertagdo do ativo/marcador Oxido de piperitenona pode ser feita de
forma eficaz recorrendo & matriz hidrofilica de baixa viscosidade. Este fato € sobremodo
importante, considerando que a libertagéo imediata ativo/marcador 6xido de piperitenona
poderia provocar irritabilidade na mucosa intestinal;

Este tipo de sistema, matriz hidrofilica, recorre a polimeros bem conhecidos e descritos,
além de ndo exigir maquinaria altamente especializada para sua producéo;

O uso de uma matriz hidrofilica associada a agente formador de gas (bicarbonato de
sédio e acido citrico) foi aplicada com sucesso para obter flutualidade dos comprimidos

produzidos a partir de derivado vegetal.
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Capitulo VI

Ensaios Pré-clinicos
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6.1. Analise de Flutuagdo dos Comprimidos in vivo

O comportamento in vivo dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo
um parasiticida, foi caracterizado através de testes radiograficos em cao macho da raca
beagle, pesando cerca de 16 kg. As radiografias foram tiradas no angulo dorsoventral,
em tempos de 0,5; 1; 2; 4; 8 e 12 h. O animal foi mantido em jejum por 24 horas. O céo
engoliu o comprimido e imediatamente ap6s tomou 100 mL de &gua. Durante todo o
experimento o animal ndo se alimentou. O experimento foi realizado no Centro Médico

Veterinario na cidade de Jodo Pessoa - Paraiba - Brasil.

6.2. Toxicidade Aguda e Determinagéo da DLso

Para determinagdo da DLso do Oleo essencial da Mentha crispa foram utilizados grupos
de camundongos de ambos 0s sexos (25-30g; n=10 animais/grupo) acomodados em
gaiolas individuais durante 24 horas. Depois disso, 0s grupos experimentais foram
tratados por gavagem (com jejum prévio de 12 horas) nas concentragfes (X, Y, Z, W, S,
T) e veiculo (Controle) (Figura 49). Os grupos foram atentamente observados aos 30, 60,
120, 240 e 360 minutos e depois a cada 24 horas durante 14 dias (Figura 50). As
observacgdes incluiram avaliacdo dos olhos, salivacao, tremores, convulsdes, atividade
motora, resposta a estimulos sensoriais, bem como outros sinais clinicos de toxicidade
(Malone, 1977) ou morte. No final do ensaio, os animais sobreviventes foram sacrificados
e realizados o exame macroscopico das seguintes visceras: coragdo, pulmdes, rins,
figado, estbmago, ovarios, Uteros e testiculos. A percentagem de mortalidade foi
observada por 72 horas e a DLsg, calculada de acordo com o método dos probitos (Miller
& Tainter, 1944).

Figura 49 - Administracéo oral da amostra de 6leo essencial da Mentha crispa e animal
roedor, pelo método de gavagem.
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Figura 50 - Avaliacdo dos camundongos Swiss, em campo aberto, apos administracédo
do 6leo essencial da Mentha crispa em diferentes concentragdes.

6.3. Toxicidade Sub-Cronica

Foram utilizados ratos Wistar de ambos o0s sexos (200-250 g) separados aleatoriamente
em 03 grupos (n=10 animais/grupo). Os animais foram tratados de acordo com as doses
(média e baixa), determinadas em funcdo da DLsg, enquanto o terceiro grupo (controle)
recebeu o veiculo durante um periodo de 35 dias consecutivos. Os animais foram
diariamente observados para registro de possiveis alteracBes fisiolégicas e/ou
comportamentais e morte. A evolugdo do peso corpéreo (g) de todos os animais foi
determinada antes do inicio do tratamento e semanalmente até o final do mesmo. No final
do experimento, amostras de sangue de todos os animais, submetidos a jejum de 12h,
foram obtidas através do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro, transferidas
para tubos com gel separador para soro e centrifugadas a 7000 rpm, para analise de
variaveis hematoldgicas (hemograma completo) e bioquimicas. Finalizada a coleta de
sangue, os animais foram sacrificados em camara de CO? e as visceras (figado, coracéo,
rins, esodfago, estbmago, intestinos, O6rgdos sexuais, pancreas, adrenais, tiredide e

pulmdes) foram removidas, pesadas e examinadas macroscopicamente.

6.3.1. Determinac¢do dos Pardmetros Hematoldgicos

Os pardametros hematoldgicos (eritrocitos, leucdcitos, plaquetas, hemoglobina,
hematdcrito e os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram determinados imediatamente apds a coleta através do analisador automatico de
células hematoldgicas Coulter STKS. A contagem diferencial de leucécitos (neutrdfilo,
eosindfilo, basdfilo, linfécitos e mondcitos) foi realizada em extensées coradas com May-

Griunwald-Giemsa.
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6.3.2. Determinacado dos Parametros Bioquimicos
Foram realizadas analises dos seguintes parametros bioquimicos:

e TGO,

e TGP,

e Fosfatase Alcalina,

e Colesterol Total,

e Colesterol HDL,

e Colesterol LDL

e Ureia,

e Creatinina,

e Colesterol VLDL,

e Triglicérides,

e Glicose,

e Proteinas e

e Bilirrubina Total.

Estes parametros foram determinados com o auxilio do analisador automatico
ARCHITECT® com sistemas comerciais da Abbot.

6.4. Resultados e Discussao

6.4.1. Testes in vivo

6.4.1.1. Estudos Radiograficos

De acordo com as figuras a seguir, observa-se que o comprimido flutuante de libertagéo
modificada contendo um parasiticida saiu do estbmago apés 8 horas. Comparando-se o
resultado encontrado com os obtidos em comprimidos de pentoxifilina onde foi aplicado o
mesmo sistema de flutualidade (HPMC K4M com &cido citrico e bicarbonato de sédio),
com tempo de retencdo gastrica de 4 horas (Baumgartner, 2000), estes resultados séo
animadores. Considerando também, que a comparagdo da motilidade gastrica e
esvaziamento do estdbmago entre os seres humanos e cdes ndo mostra grandes
diferencas verifica-se que experimentalmente, em cdo beagle o comprimido flutuante de
libertacdo modificada contendo um parasiticida aumentou o tempo de retencao gastrica
guando comparado em seres humanos que é menor que 2 horas. Este resultado é

encorajador, pois um tempo de residéncia gastrico mais longo é uma condi¢do importante
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para a maior biodisponibilidade das drogas incluidas nas formas de dosagem de
libertagdo prolongada ou controlada.

Figura 51 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de cdo beagle
apos 0,5 h da administracgéo.

Figura 52 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de céo beagle
apo6s 1h da administragéo.
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Figura 53 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de céo beagle
apos 2h da administragéo.

Figura 54 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de céo beagle
apoés 4h da administragéo.
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Figura 55 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de céo beagle
apos 8h da administragéo.

Figura 56 - Comprimido flutuante de libertagdo modificada no estbmago de céo beagle
apoés 12h da administragao.

6.4.1.2.Toxicidade Aguda e Determinac¢éo da DLso

ApOGs a administragédo do 6leo essencial de Mentha crispa, foi observado o efeito irritante
através do comportamento dos animais de cogar e arrastar o focinho. Dez minutos apés a
administracdo 100% dos animais tratados com o 6leo essencial da Mentha crispa, nas
doses de 2,5 ou 1,5 mL/kg apresentaram excitacdo, reacdo de fuga e sialorreia. Entre 20
e 180 minutos foram observados: dispneia, perda da coordenacdo motora do trem
posterior com aparecimento de tremores, ptose palpebral, convulsées e ataxia. Apds esta
fase excitatoria, todos os animais dos grupos tratados com Oleo essencial da Mentha
crispa (2,5 ou 1,5 mL/kg; v.0.) apresentaram palidez nas extremidades, contorcdo
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abdominal, arqueamento da coluna, depressdo, miccdo e morte com a musculatura
espéastica. Em 70% dos animais tratados com o6leo essencial de Mentha crispa (1,0
mL/kg) apresentaram sintomas semelhantes aos do grupo anterior chegando a 6bito. Os
outros 30% apresentaram sintomas mais leves e reverteram o quadro ficando vivos até o
14° dia.

Na dose de 0,75 mL/kg, apds trés horas, 20% dos animais apresentaram sialorreia e
ptose palpebral e 60% apresentaram reagéo de fuga. Na dose de 0,50 mL/kg, apés uma
hora, 40% dos animais apresentaram ptose palpebral e 20% apresentou reacédo de fuga.
Na dose de 0,25 mL/kg um Unico animal apresentou comportamento de cocar o focinho e
reacao de fuga. Entretanto ndo ocorreu mortalidade, nos grupos 0,75; 0,50 e 0,25 mL/kg.
A dose letal (DLso%) calculada pelo método dos probitos foi de 0,80 mL/kg (Tabela 24).
Na avaliagdo macroscopica dos Orgdos os animais tratados com o Oleo essencial da

Mentha crispa néo diferiram do controle.

6.4.1.3. Avaliacdo do Peso Corpéreo e dos Orgéos

A avaliacdo do desempenho do peso corporeo demonstrou que ndo ocorreu diferenca
estatisticamente significante entre os grupos tratados com o 6leo essencial da Mentha
crispa (50 ou 100 uL/kg) e grupo controle (Figura 57 e 58). No que concerne o peso dos
orgdos (g/100g), os ratos machos apresentaram um aumento da massa cardiaca (1,48 +
0,08 g) do grupo tratado com o 6leo essencial da Mentha crispa (100 uL/kg) quando
comparado ao controle (1,4 + 0,10g) conforme tabela 25. O peso dos demais 6rgéos
avaliados dos machos e das fémeas, nas doses testadas, comparado ao grupo controle

nao diferiram estatisticamente (Tabela 26).

Tabela 24 - Percentual de mortos no teste de avaliacdo da toxicidade aguda do o6leo
essencial de Mentha crispa em camundongos Swiss (n=10/grupo).

Controle - Oleo
Oleo Essencial da Mentha crispa Diluido em Oleo de Milho de Milho (Zea
mays)

Dose (mL/kg em _
2,5 1,5 1,0 0,75 0,50 | 0,25 | (0,3 mL/animal)

0,30mL, v.0.)
N° Animais 10 (5M + 5F)
N° de Mortos/ Total
o 10/10 | 10/10 | 7/10 0/10 0/10 | 0/10 0/10
de Animais
% Mortos 100% | 100% | 70% 0% 0% 0% 0%
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Tabela 25 - Valores médios dos érgéos dos ratos da linhagem Wistar machos (g/100g)
submetidos ao ensaio de toxicidade sub-crénica durante 35 dias, utilizando 6leo essencial

da Mentha crispa L. e grupo controle (Oleo de milho (Zea mays) (n=5/grupo)).

Oleo Essencial da

. Controle _
Orgaos : Mentha crispa L.
(0,3mL/animal)
50 uL/kg 100 pL/kg

Figado 4,05+ 0,42 3,60 + 0,60 3,97 £ 0,54
Rins 0,85+ 0,03 0,84 + 0,06 0,90 + 0,04
Coracao 0,38 £ 0,03 0,37 £ 0,02 0,43 + 0,03*
Bacgo 0,22 + 0,02 0,21 £ 0,03 0,23 +0,04
Pulméo 0,58 £ 0,10 0,54 £ 0,05 0,65+ 0,10
Estdmago (cheio) 0,85+ 0,15 1,02 £ 0,20 0,86 £ 0,12
Estdmago (vazio) 0,57 £ 0,02 0,57 £ 0,08 0,59 £ 0,06
Testiculos 157+0,11 1,74 +0,18 1,64 +0,16

*Nas linhas, grupo tratamento x controle (entre 0 mesmo sexo) *p <0.05.

Tabela 26 - Valores médios dos 6érgdos dos ratos da linhagem Wistar fémeas (g/100g)
submetidos ao ensaio de toxicidade §ub—cr6nica durante 35 dias, utilizando 6leo essencial
da Mentha crispa e grupo controle (Oleo de milho (Zea mays) (n=5/grupo)).

Oleo Essencial da

. Controle
Orgaos _ Mentha crispa
(0,3 mL/animal)

50 uL/kg 100 pL/kg
Figado 3,04 £ 0,26 3,19+ 0,40 3,26 + 0,29
Rins 0,71 +£0,02 0,70+ 0,10 0,69 +0,11
Coracédo 0,45 + 0,04 0,39 + 0,04 0,43+0,11
Baco 0,22 + 0,04 0,25 + 0,04 0,26 £ 0,07
Pulméo 0,69 £ 0,07 0,58 + 0,09 0,63 + 0,09
Estdmago (cheio) 1,31 £0,82 1,13+0,24 1,31 £0,29
Estdmago (vazio) 0,60 + 0,08 0,69 + 0,04 0,71+ 0,15
Utero 0,31+ 0,08 0,34 + 0,09 0,34 + 0,06
Ovério 0,06 £ 0,02 0,08 + 0,04 0,07 + 0,05

* Nas linhas, grupo tratamento x controle (entre 0 mesmo sexo) *p < 0.05.
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6.4.1.4. Avaliacdo Hematoldgica e Bioquimica

O ¢6leo essencial da Mentha crispa nas doses (50 ou 100 uL/kg) ndo provocou alteragéao
estatisticamente significante (p<0,05) no perfil hematologico (Tabela 27). A contagem de
eritrocitos foi normal e nenhuma alteracéo foi observada no hematdcrito ou nos valores
de hemoglobina. As plaquetas permaneceram inalteradas em numero. Provavelmente o
produto testado ndo causa danos diretos nas células sanguineas, na medula 6ssea ou na
absorcdo ou incorporacdo de nutrientes necessarios para a eritropoiese, pelo menos,
num grau suficiente para causar anemia. Similarmente, ndo houve efeitos significantes na
contagem total ou diferencial das células sanguineas da linhagem leucocitaria.

Os niveis séricos de TGO (75 + 9,97 U/L) e FA (184,4 + 32,08 U/L) se elevaram
respectivamente, em 25,83% e 60,34% nos animais tratados com 6leo essencial da
Mentha crispa (100 pL/kg), quando comparados com o controle. As concentracoes
séricas de LDL nos animais tratados com 6leo essencial da Mentha crispa, 50 pL/kg (61 £
8,60 U/L) ou 100 uL/kg (70,6 £ 6,88 U/L), apresentaram reducdo de 32,81% e 22,24%

guando comparados com controle, respectivamente, conforme tabela 28.

112



“(LL6T “Te 10 BYNININ) s

G0'0 > d, (0x3s owsaw 0 a)uad) 3|0JU0I X OJuaweIes odnib ‘seyul| SeN-

m%%cﬁmﬁmﬁw 0c'0E06°0 C9'5/BTT 0T LTTIT CE0FOT'T THTEETE +'9F0T T 050 %ETT-00 (sl soyouopy
+5'S0EET 9997 05 TFrT'06 0 b0t B¢ 558 91179974 TRTS0EF T LL08 £L 07T 68 %5ER—G9ES diL 503204un
9T'0TOTF OF'TE6 TT0¥0F 0 EZ°/50T ¥ 00'6ES OT'0%0F 0 CLETFEET 0T '070%0 %eT—0 (i) sojuoseq
96'69TF OF'EET 6507250 58’5117 00'55T 11078070 0921+ 0'60% #0'0¥80°0 %ET - 600 (st fjiw) sojyousoy
ECCRETE T°95HT i B0'THET 0R'ESLT E5079L°S 95 T88T T'EPTT 65'0708'8 e - G (s /i) sojyonanapy
05'9E/TF OFTET ELTFRLTT 90°8LEFF 0BS'ET 6 TFIE'ST OF 552+ 009'TT gTTF08'TT fWW/TXETT- €| (swwfjiu) sopaoona

65°LI08LF

00bELS TUR/T0T'8PE | TE'SPEPPIFOZ969 | +E0ST0QTR. | 96'T09CRIFO0R'00G|  96'SHET0ATSE sWwW=0T ¥ QOET — 005 (zww i) seanberd
T6'0F 80'FE 55 0FTsSE 95°0% FE'FE F50FT6'SE L1007 ¥a"EE E0F009E %5L9E — GE'SE (1P/3) WOHD
0907 0T 85078507 GLOETLOE L4°07T50T 950T 86T TL'07980T 8d §'8T - 8T (8d) WOH
LF T+ T009 LFTFOT'LS &P TF 209 BLTFO0LS 96°0% ¥E'ES A TFOTLS Wi 579 - 5£°0g (ewum]) DA
TITT E9'it +2 TF960F ' FE 850G 09°0700°58 0T ET TE'E 05'TF89°TH BE05 - 20 (3:) oud01B WY
6V 0F TTOT TS OFTLYT LFTFEELT OEDFTOT 0907 ¥T9T F30F00°'ST %,/896'aT - SF'TT (1p/5) eigo|SoWwaH
TE0F e EE0FOTE To'0F ey TZ'0FER"g LE0EPTE TF0FIT'L WL =0T S5 — SF'L SEPEWIH

SEITRR ] SOTRE SESTRR ] SOTRE SESTR SOTRERY

(oA £33 70 001 _ (oA 5y Trpg) (‘Tewrue; T ¢“g) ajonuo) LERUIY pru)/onaWETE ]

“((rewnue/qw g'0) sAew vaz) oyjiw ap 09]Q) 8j01u0d odnib 8 63 /71 0oL ‘6% /M G 8p sesop seu (edslo eUYIUSIA Bp [BIOUSSSS
09]0 0 OpueZ||NN ‘Selp O SurINP BIIUQII-gNS SPEPIIIX0) 8P Olesud Oe SopIBWANS JeISIA Sorel ap Ssod1bojorewsy sossweled - /Z elageL

THSLI? DigIME Y 3P [ELUASST 030

(50w aZ) oqMyy 2P 030

113



(1267 “'Ie 18 niIA) x« "S0°0 > d, (OX8S owsaw 0 a1juad) 8|0AuU0D X ojuawelel) odnib ‘seyul| SeNx

114

SF8F00°90T 98" TT+09'T6 09°L¥0F 66 SFEF00TH 0E'ST=08'6TT] OFTT+09'98 DET - OF [E10] |042153]07)
157098 8L TE0Z'HT TFEE0TOT 98 FI0R'TT EZTF006 L0°TE08'9T - 10N 1043153107
8577089 T8 T=09'92 91'7E0z'ezT 16730097 £7'7 300'08 0L TEOF'E - T0H 1042152107
-{8'9709°0; S00TF0R05 09850079 FS P07 TS 56 FTF0R 06 TT0T+09'st - 101 1002152407
TTF0T'Er BL'9FOTTL 607 TF09°05 ELFTEOR'ES EOTTR0T 9% 5.'6F0T'ER ST - 49T (1P jE1li) soapuaanEu )
LE077R'Y TE03IT' Tl K CZOFOT'L b 0FLL Yt 12078149 ST'9-1'% (1p/2) s1e101 SEUIIDIY
g8'6F0TETT 96 vF08 0TI 0'0T=08'FIT | LETTROETET TLHT=0ETT TT'EF08'9TT 55T - 05 (1p/Hili) asoon o
LO0F0LD t00FIF'0 0F0L'D LT'0%0ED TT070L'0 BO0FIFOD g'0-7'0 (1p/5idi) eumnean
FTTF08'9F /5'9308'3E T0'9%09'9F 205309 E TTER0Z'TF TF'EE0T'9E 6L-5 (/&) er2un
10078070 10'oszTTh 10'0+290% TO0FR0TD Z0'07FR00 T0'0%20T0 £5°0- 020 (1p/5illi} je3o1 euignung
L5'6700'sL B EF00'9Y 95 HF09LS LBSF0005 TT'5%09'85 8.'9708'6k TOE-5LT dol
LTO0T=0T'80T | 95°ST=00TOT L 6F0TSTT 9T vFITTE 95" 0TF00'L6 ¥E'g=0T 98 208 L'9F 0oL
BOTETOFTET | 86'8R0ETHI LECOPF0REST | T9REZFOTELT TLEER0OSTT B0'STF09'THT 82T - 895 {1/n) euyedje aseieysoy
SESMR SOTRERY SESM: SOTRERY SEST | SOTRERY
5y 0 001 By ips (pewrue; Tu — 'PIU;/OnIMELE]

vdsLo Diguajy Ep [EDUASST 03)Q) £°0) onuo) (sivw vaz) oypyy 3p 0340

“((rewiue/w £'0) sAew eaz) oyjiw ap 08|Q) 8j0nuod odnif 8 By /1 gL ‘B /11 0G 8p s8sop seu edsio BUYIUSIN Bp [eIoUsSSd
09|0 0 OpuUBZI|NN ‘Selp OF dlURINP BIIUQII-(NS SPLPIJIX0] 3P OleSUd OB SOPNBWgNS JeISIA\ Solel ap Sodlwinbolg soiaweled - 82 elagel



6.5. Concluséo

Os dados apresentados anteriormente demonstram que o comprimido flutuante de
libertacdo modificada contendo um parasiticida aumenta o tempo de permanéncia
gastrica;

Os niveis séricos de TGO e fosfatase alcalina, nos animais tratados com o 6leo essencial
da Mentha crispa, apresentaram resultados aumentados. Esses resultados indicam que o
Oleo essencial da Mentha crispa na dose de 100 pL/kg podera ocasionar possiveis
alteracBes hepaticas, quando administrado de forma sub-crénica;

Nas doses de 50 e 100 pL/kg nos animais tratados com o 6leo essencial da Mentha
crispa, ndo houve alteracdo nos parametros hematolégicos, quando administrado de
forma sub-cronica;

Na dose de 50 e 100 uL/kg os animais tratados com o 6leo essencial da Mentha crispa
provocou diminuigdo do nivel sérico de LDL, quando administrado de forma sub-cronica,
este resultado é considerado bom pois a elevagdo do nivel sérico de LDL € importante

fator de risco para doengas cardiacas.
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Capitulo VII

Conclusao
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7.1. Concluséo

A fabricacdo de comprimidos matriciais a partir de polimeros hidrofilicos € uma das
técnicas mais utilizadas para modular e sustentar a libertagéo de farmacos;

A simplicidade da sua produgédo, que apenas exige maquinaria convencional, aliada a sua
grande versatilidade faz destes sistemas primeira escolha quando da formulacdo de
formas farmacéuticas de libertacdo modificada;

A producéo de comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo 6leo essencial
de planta pode ser aplicada através do uso do polimero HPMC de baixa viscosidade,
associada a agente formador de géas, o acido citrico e bicarbonato de sédio;

Os estudos realizados tanto in vitro como in vivo demonstraram que os comprimidos
flutuantes de libertagdo modificada contendo um parasiticida, flutuam no sistema
gastrointestinal,

A metodologia desenvolvida e validada por CLAE para quantificar o ativo/marcador 6xido
de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa e nos comprimidos flutuantes de
libertacdo modificada contendo um parasiticida € segura e confiavel;

Comprimidos flutuantes e de libertacdo modificada contendo ativo de origem vegetal
podem ser produzidos utilizando a técnica de compresséao direta, sem uso de granulagao.
Isto é extremamente vantajoso, pois se elimina uma etapa de produgdo com consequente
diminuic&do de custos e tempo;

Este novo produto desenvolvido para combater a protozoose amebiase na forma de
comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo 6leo essencial da Mentha
crispa, permitiu a aplicacdo de uma posologia reduzida, quando comparado ao
fitoterapico tradicional, passando de 2 comprimidos ao dia por trés dias, para um
comprimido dose Unica, proporcionando uma maior comodidade para o paciente, com
seguranca e eficacia terapéutica;

Sugerimos a realizagdo de estudos clinicos objetivando avaliar in vivo a eficacia

terapéutica do produto desenvolvido.
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Apéndice |

Protocolos e Relatério de Validagdo Analitica do Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona
no Oleo Essencial da Mentha crispa L. e nos Comprimidos Flutuantes de Libertag&o
Modificada
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PROTOCOLO

VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA DO
ATIVO/MARCADOR OXIDO DE PIPERITENONA NO
OLEO ESSENCIAL DA Mentha crispa L.

139



140



1. Objetivo

Descrever os procedimentos analiticos e critérios de aceitacdo adotados na
validacdo da metodologia analitica para quantificar o ativo/marcador 6xido de
piperitenona no Oleo essencial da Mentha crispa, utiizando o método da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Essa metodologia sera avaliada
através dos parametros de especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
intervalo e robustez, de acordo com a United States Pharmacopeia Edicdo 34,
2011 que harmoniza as informacfes do ICH — International Conference on

Harmonization sobre validacdo de procedimento analitico.
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2. Parametros Avaliados

De acordo com a USP 34, 2011 para validacdo de método analitico, os testes séo

classificados em 4 categorias, conforme a tabela 1.

Tabela 1 - Classificagédo dos testes segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do Teste
Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
! produtos farmacéuticos ou matérias—primas
Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
Il impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas
i Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberacdo do ativo)
\Y Testes de identificacdo

Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico segundo sua

finalidade.
Categoria ll
Parametro Categoria | _ | Ensaio [Categoria Il Categoria IV
Quantitativo|
Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
. Repetibilidade Sim Sim N&o Sim Né&o
Preciséo —
Intermediéria o o Nao o Nao
Limite de Deteccéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de Quantificacéo Nao Sim N&ao * Nao
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim Nao N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
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** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo € necesséaria a comprovacdo da
Precisdo Intermediaria.

De acordo com as tabelas 1 e 2 a validagdo do método analitico para quantificar o
ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa se enquadra na
categoria 1. Portanto, serdo avaliados o0s seguintes parametros: Especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao e
robustez.

2.1. Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz.

A avaliagéo da especificidade do método analitico para quantificar o ativo/marcador 6xido
de piperitenona no 6leo essencial de Mentha crispa L, sera realizada através da injecao
da fase moével (Ver item 2.7), amostra do 6leo essencial da Mentha crispa, padrdo de
oxido de piperitenona e analise em DAD (Pureza do pico).

2.1.1. Procedimento

Preparo do padrédo de 6xido de piperitenona

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do oxido de piperitenona e transferir para baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Pipetar 1 mL e
transferir para baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com metanol,
homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45um. Injetar em HPLC.

Concentracao final = 0,3740 mg/mL

Preparo da amostra do 6leo essencial da Mentha crispa

Pesar 36,8 mg do Oleo essencial da Mentha crispa e transferir para baldo volumétrico de
10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Pipetar 1 mL e transferir para
baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Filtrar com
filtro de 0,45 pm. Injetar em HPLC.

As condic6es cromatogréaficas encontra-se no item 2.7.
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2.1.2. Critério de Aceitacao

No cromatograma da fase moével ndo deve haver nenhum pico no mesmo tempo de
retencdo que o pico do ativo/marcador éxido de piperitenona. Caso haja um pico com o
mesmo tempo de retengdo, a area deste deve ser inferior a 2% do valor obtido para o
pico do cromatograma obtido no éleo essencial da Mentha crispa.

O resultado da andlise em DAD devera apresentar uma pureza de pico de no minimo
90%.

2.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise
de, no minimo, 5 concentragdes diferentes.

A linearidade do método analitico serd definida baseada em dados de uma curva de
calibracdo construida com 5 concentracdes diferentes, com trés réplicas cada,
preparadas a partir de uma solucado mée do padrao de 6xido de piperitenona.

A linearidade sera verificada contemplando os seguintes niveis de concentracdo 80, 90
100, 110 e 120 % do valor especifico.

2.2.1. Procedimento

Preparo do padréo de 6xido de piperitenona (Solugcdo mae)

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do Oxido de piperitenona e transferir para baldo

volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar.

Preparo das solucbes

Solucéo 80%

Transferir 0,8 mL da solucdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume

com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracéo final: 0,2992 mg/mL
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Solucéo 90%

Transferir 0,9 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.
Concentracéo final: 0,3366 mg/mL

Solucédo 100%
Transferir 1,0 mL da solu¢cdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracéo final: 0,3740 mg/mL

Solucédo 110%
Transferir 1,1 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracao final: 0,4114 mg/mL

Solugéo 120%

Transferir 1,2 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.
Concentragéo final: 0,4488 mg/mL

As condi¢cfes cromatogréaficas encontra-se no item 2.7.

2.2.2. Critério de Aceitacéo
Coeficiente de correlacao linear (r) de no minimo 0,99.

Coeficiente de correlacéo linear (r?) de no minimo 0,98.

2.3. Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de
um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método (Tabela 3). E estabelecido pela confirmacéo de que o
método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados a

amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado.
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Tabela 3 - Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo

de linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio

Alcance

Determinacdo Quantitativa do
Analito em Matérias-primas ou

em Formas Farmacéuticas

De 80% a 120% da concentracdo tedrica do teste

Determinacao de Impurezas

Do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo
especificado. Quando apresentarem importancia toxicological
ou efeitos farmacoldgicos inesperados, os limites de
guantificacdo e deteccdo devem ser adequados as
quantidades de impurezas a serem controladas.

Uniformidade de Conteldo

De 70% a 130% da concentracao tedrica do teste

Ensaio de Dissolugéo

De +20% sobre o valor especificado para o intervalo. Caso a

especificacdo para a dissolugcdo envolva mais que um tempo.

O alcance do método deve incluir —20% sobre o menor valor|

e +20% sobre o maior valor.

2.3.1. Procedimento

Preparo do padrédo de 6xido de piperitenona

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do oxido de piperitenona e transferir para baldo

volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol, homogeneizar.

Preparo da amostra do 6leo essencial da Mentha crispa (Solugdo mée)

Pesar 36,8 mg do 6leo essencial da Mentha crispa e transferir para baldo volumétrico de

10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar.

As condic6es cromatograficas encontra-se no item 2.7.
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Preparo das solucbes

Solucéo 80%
Transferir 0,8 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Solucéo 90%
Transferir 0,9 mL da solu¢cdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume

com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Solucédo 100%
Transferir 1,0 mL da solugdo mé&e para baléo volumétrico de 5 mL e completar o volume

com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Solugéo 110%
Transferir 1,1 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar trés réplicas em HPLC.

Solugéo 120%
Transferir 1,2 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume

com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

As condi¢cfes cromatogréaficas encontra-se no item 2.7.

2.3.2. Critério de Aceitacéao

De acordo com a tabela 3 seré aceito de 80 a 120% da concentracao tedrica do teste.

2.4. Preciséo

A precisdo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em
trés niveis.

Repetibilidade (precisdo intracorrida): concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.

A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacgdes,

contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média
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e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinag¢es a 100% da concentra¢éo
do teste.

Precisdo intermediaria (precisdo intercorrida): concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes.

Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes.

Reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial): concordéncia entre os resultados obtidos
em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizagdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopeias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessao de registro.
A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdao ou desvio

padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas.

DPR= DP__x 100
CMD

2.4.1. Procedimento

A repetibilidade do método serd avaliada através de seis determinagbes a 100 % da
concentragéo do teste com 0 mesmo analista e mesma instrumentagao.
A precisdo intermediaria serd determinada com a realizacdo das analises por um

segundo analista em dia diferente.

Preparo da amostra do 6leo essencial da Mentha crispa

Pesar seis amostras de 36,8 mg do 6leo essencial da Mentha crispa e transferir para seis
baldes volumétricos de 10 mL e completar o volume com metanol, homogeneizar. Pipetar
1 mL e transferir para baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com metanol,
homogeneizar. Filtrar com filtro de 0,45 um e injetar trés réplicas de cada amostra em
HPLC.
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Preparo do padrdo de 6xido de piperitenona

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do Oxido de piperitenona e transferir para baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Pipetar 1 mL e
transferir para baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com metanol,
homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar em HPLC. Concentragdo final =
0,3740 mg/mL. As condi¢cdes cromatograficas encontra-se no item 2.7.

Realizar o mesmo procedimento de preparo da amostra e do padrdo, com analista

diferente em dia diferente, utilizando o mesmo equipamento de HPLC.

2.4.2. Critério de Aceitacao
Para que o método seja considerado preciso é necessario que o coeficiente de variagdo

ou desvio padrao relativo seja < 5%.

2.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro.

A exatidao € calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do
analito adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga.

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (irés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa
pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracao tedrica correspondente.

2.5.1. Procedimento

Para avaliar a exatiddo das analises empregadas na metodologia analitica seréo

preparadas amostras do 6leo essencial da Mentha crispa a 80, 100 e 120%.

Exatidido = Concentracdo Média Experimental X 100

Concentracéo Teorica
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Preparo da amostra do 6leo essencial da Mentha crispa (Solucgéo 1)
Pesar 36,8 mg de 6leo essencial de Mentha crispa e transferir para baldo volumétrico 10

mL, diluir com metanol e homogeneizar.
Preparo do padrédo de 6xido de piperitenona (Solugéao 2)
Pesar 18,7 mg do padréo de 6xido de piperitenona e transferir para baldo volumétrico 10

mL, diluir com metanol e homogeneizar. Concentracao final: 1,84 mg/mL.

Preparo da amostra a 80%: Tomar 0,5 mL da solugédo 1 e 0,3 mL da solugéo 2

(¢}

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

(0]

homogeneizar. Concentragéo teorica: 0,2962 mg/mL de 6xido de piperitenona.

D

Preparo da amostra a 100%: Tomar 0,5 mL da solugdo 1 e 0,5 mL da solugédo 2

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

(0]

homogeneizar. Concentragéo teorica: 0,371 mg/mL de 6xido de piperitenona.

Preparo da amostra a 120%: Tomar 0,5 mL da solu¢cdo 1 e 0,7 mL da solugéo 2

D

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

(0]

homogeneizar. Concentragao teorica: 0,4458 mg/mL de 6xido de piperitenona.

Filtrar todas as amostras com filtro de 0,45 um e injetar trés réplicas de cada amostra em
HPLC.

As condi¢cfes cromatogréaficas encontra-se no item 2.7.

2.5.2. Critério de Aceitacéo
Os valores de recuperacédo individuais de cada repeticdo devem estar entre 95 a 105%.

Os valores de recuperagcdo médios de cada pesagem devem estar entre 95 a 105%.

2.6. Robustez
A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas
e deliberadas variagBes dos parametros analiticos. Indica sua confiangca durante o uso

normal.

As variagdes dos parametros analiticos que séo avaliados na robustez, estdo na tabela
4.
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Tabela 4 — Variacoes utilizadas no parametro robustez.

Parametro Variagéo 1 Variagéo 2
Variagdo da Temperatura
do Forno 20°c 30°C
Fluxo 0,8 mL 1.2mL
Varian lote n? 29-51-04 150 | Phenomenex Gemini lote
Diferente Fabricante de X 4,6 mm x ¥4 Microsorb- | 548890-10 150 x 4,6 mm
Coluna MV 100-5 C18 C18 REF OOF-4435-EO
R0086200D5 Cddigo 101168601

2.6.1. Procedimento

Este pardmetro seré realizado com duas inje¢cbes da amostra do 6leo essencial da

Mentha crispa na concentragéo de 100% (Ver item 2.4.1.).

2.7. CondicBes Cromatograficas
Equipamento: HPLC Merck Elite Modelo L 2200
Temperatura do forno do HPLC: 25 °C
Detector UV: 320 nm
Volume de injecéo: 10 uL

Fluxo: 1 mL/min.

Canal A: Solucéo diluente
Agua ultrapura 69 mL
Acido férmico 1 mL
Metanol grau HPLC 30 mL

Canal B: Metanol

Tabela 5 - Gradiente do fluxo nos canais do HPLC na andlise de teor do ativo/marcador

oxido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa.

Tempo (min.) Canal A (%) Canal B (%)
0 100 0
6 75 25
20 60 40
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3. Instrumentos, Vidrarias e Equipamentos

Na validacdo da metodologia de analise do 6xido de piperitenona no 6leo essencial de

Mentha crispa, serdo utilizados instrumentos, equipamentos e vidrarias calibradas e/ou

qualificados, quando necessario.

Padréo

Oxido de piperitenona
CPQBA 444/12 DQOF
Lote DQOF — 0003

Equipamentos

Balanca analitica

Direct Q (Milli-Q)

HPLC Merck Elite Modelo L 2200

Reagentes

Metanol (grau HPLC)
Agua ultrapura
Acido férmico

Materiais e Vidrarias

Vidro relégio

Funil de vidro

Espatula de aco inox
Aparato de filtrag&o de vidro

Vials com tampa

Pipeta transferpette S de 100 - 1000uL

Baldo volumétrico 5, 10 e 100 mL

Filtro Milex HN em nylon, 0,45 pm x 47 mm

Membrana filtrante em nylon, 0,45 pm x 47 mm

Coluna Varian Lote n® 29-51-04 150 x 4,6 mm X ¥ Microsorb-MV 100-5 C18

R0086200D5

Coluna Phenomenex Gemini, Lote 548890-10 150 x 4,6 mm C18 REF OOF-4435-EO

Cédigo 101168601
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PROTOCOLO

VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA DO
ATIVO/MARCADOR OXIDO DE PIPERITENONA NOS
COMPRIMIDOS FLUTUANTES DE LIBERTACAO
MODIFICADA CONTENDO UM PARASITICIDA
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1. Objetivo

Descrever os procedimentos analiticos e critérios de aceitacdo adotados na
validacdo da metodologia analitica para quantificar o 6xido de piperitenona nos
comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida,
utilizando o método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Essa
metodologia sera avaliada através dos parametros de especificidade, linearidade,
precisdo e exatiddo de acordo com a United States Pharmacopeia Edicdo 34,
2011 que harmoniza as informacfes do ICH — International Conference on

Harmonization sobre validacdo de procedimento analitico.
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2. Parametros Avaliados

De acordo com a USP 34, 2011 para validacdo de método analitico, os testes sao
classificados em 4 categorias, conforme a tabela 1.

Tabela 1 - Classificagédo dos testes, segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do Teste

Testes quantitativos para a determinagéo do principio

ativo em produtos farmacéuticos ou matérias—primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinagdo de impurezas e produtos de
degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-

primas

Testes de performance (por exemplo: dissolugéo,

liberacdo do ativo)

v Testes de identificaco

Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na tabela 2.

Tabela 2 - Ensaios necessérios para a validacdo do método analitico, segundo sua

finalidade.
Categoria ll
Parametro Categoria IQuantitativo Ensglo Categoria lll{Categoria IV
Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
. Repetibilidade]  Sim Sim Né&o Sim N&o
Preciséo ___
Intermediéria o o Nao o N&o
Limite de Deteccéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de Quantificacéo N&ao Sim N&ao * Nao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim N&ao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
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** se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovagdo da
Preciséo Intermediéria.

De acordo com as tabelas 1 e 2 a validacdo do método analitico para quantificar o
ativo/marcador oOxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de libertacéo
modificada contendo um parasiticida se enquadra na categoria 1. Portanto, serdo
avaliados os seguintes parametros: Especificidade, linearidade, preciséo (repetibilidade e

precisao intermediaria), exatiddo e robustez.

2.1. Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz.

A avaliacdo da especificidade do método analitico para quantificar o ativo/marcador 6xido
de piperitenona nos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada Contendo um
Parasiticida, foi realizada através da injecdo do placebo, fase moével (Ver item 2.6),
padrdao do 6xido de piperitenona, amostra dos comprimidos flutuantes de libertagéo
modificada contendo um parasiticida e analise em DAD (Pureza do pico).

2.1.1. Procedimento

Preparo do padréo de 6xido de piperitenona

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do Oxido de piperitenona e transferir para baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Pipetar 1 mL e
transferir para baldo volumétrico de 5 mL, completar o volume com metanol,

homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar em HPLC.

Preparo da amostra dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo
um parasiticida

Pesar 10 comprimidos e calcular o peso médio. Pulverizar e pesar 1,472 g do poé.
Transferir para baldo volumétrico de 10 mL e diluir com metanol, completar o volume e
homogeneizar. Pipetar 1 mL e transferir para baldo volumétrico de 5mL, completar o

volume com metanol e homogeneizar. Filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar em HPLC.

As condicfes cromatogréaficas encontra-se no item 2.6.
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Preparo do Placebo

Pesar quantidade proporcional a um comprimido, de todos os excipientes do comprimido
flutuante, HPMC K4M, celulose 102, lactose spray dry, estearato de magnésio, talco,
acido citrico anidro, bicarbonato de sddio e aerosil (Tabela 3). Misturar, pesar 1,472 g do
pé e transferir para baldo volumétrico de 10 mL e diluir com metanol, completar o volume
e homogeneizar. Pipetar 1mL e transferir para baldo volumétrico de 5 mL, completar o
volume com metanol e homogeneizar. Filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar em HPLC.

As condicbes cromatograficas encontra-se no item 2.6.

Tabela 3 — Quantidades dos excipientes da formulacdo dos comprimidos flutuantes
(Placebo).

Excipiente Quantidade para 5 g de p6

HPMC K 4M 2,170g
Celulose 102 2,055¢
Estearato de Magnésio 0,095¢
Talco 0,095¢

Acido Citrico 0,190 g
Bicarbonato de Saodio 0,190 g
Aerosil 0,050 g

2.1.2. Critério de Aceitacéo

N&o deve haver nenhum pico com o mesmo tempo de retengdo que o pico do 6xido de
piperitenona nos cromatogramas do placebo e da fase moével. Caso haja um pico com o
mesmo tempo de retengdo, a area deste deve ser inferior a 2% do valor obtido para o
pico da amostra detectada no comprimido flutuante.

O resultado da analise em DAD devera apresentar uma pureza de pico de no minimo
90%.

2.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado.

A linearidade do método analitico foi definida baseada em dados de uma curva de
calibracdo construida com 5 concentracbes diferentes, com trés réplicas cada,

preparadas a partir de uma solucdo mée.
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A linearidade serd verificada contemplando os seguintes niveis de concentracao 80, 90,
100, 110 e 120 % do valor especifico.

2.2.1. Procedimento

Preparo do padréo de 6xido de piperitenona (Solugdo mae)
Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do oxido de piperitenona e transferir para baldo

volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar.

Preparo das solucdes

Solucéo 80%
Transferir 0,8 mL da solugdo méae para baléo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracéo final: 0,2992 mg/mL

Solugéo 90%
Transferir 0,9 mL da solucdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentragéo final: 0,3366 mg/mL

Solugéo 100%
Transferir 1,0 mL da solucdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracao final: 0,3740 mg/mL

Solucédo 110%
Transferir 1,1 mL da solugdo mé&e para bal@o volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.

Concentracéo final: 0,4114 mg/mL
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Solucéo 120%

Transferir 1,2 mL da solugdo méae para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume
com metanol, homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar trés réplicas em HPLC.
Concentracéo final: 0,4488 mg/mL

As condicbes cromatograficas encontra-se no item 2.6.

2.2.2. Critério de Aceitacao
Coeficiente de correlacdo linear (r) de no minimo 0,99.

Coeficiente de correlagéo linear (r?) de no minimo 0,98.

2.3. Preciséo

A precisdo é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em
trés niveis.

Repetibilidade (precisdo intracorrida): concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao.

A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacgdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média
e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao
do teste.

Precisdo intermediaria (precisdo intercorrida): concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes.

Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes.

Reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial): concordancia entre os resultados obtidos
em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizagdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopeias. Estes dados néo precisam ser apresentados para a concessao de registro.
A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio

padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas.
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2.3.1. Procedimento

A repetibilidade do método serd avaliada através de seis determinagbes a 100 % da
concentragao do teste com o0 mesmo analista e mesma instrumentagao.

A precisdo intermedidria ser4 determinada com a realizacdo das analises por um

segundo analista em dia diferente.

Preparo da amostra dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo
um parasiticida

Pesar 10 comprimidos e calcular o peso médio. Pulverizar e pesar 1,472 g do pé.
Transferir para baldo volumétrico de 10 mL e diluir com metanol, completar o volume e
homogeneizar. Pipetar 1mL e transferir para baldo volumétrico de 5mL, completar o

volume com metanol e homogeneizar. Filtrar com filtro de 0,45 um. Injetar em HPLC.

Preparo do padréo de 6xido de piperitenona

Pesar cerca de 18,7 mg do padrdo do oxido de piperitenona e transferir para baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com metanol e homogeneizar. Coletar 1,0 mL,
transferir para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume com metanol,
homogeneizar e filtrar com filtro de 0,45 pm. Injetar trés réplicas em HPLC.

As condi¢cfes cromatogréaficas encontra-se no item 2.6.

Realizar o mesmo procedimento de preparo da amostra e do padrdo, com analista

diferente em dia diferente, utilizando o mesmo equipamento de HPLC.

2.3.2. Critério de Aceitacéo
Para que o método seja considerado preciso é necessario que o coeficiente de variagdo
(CV) seja < 5%.

2.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro.

A exatiddo € calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do
analito adicionado & amostra, ou como a diferenga porcentual entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca.

A exatiddo do método deve ser determinada apés o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9
(nove) determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)

concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa
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pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracdo tedrica correspondente.

Exatiddo = Concentracdo Média Experimental x 100

Concentracao Teorica

2.4.1. Procedimento

Para avaliar a exatiddo das andlises empregadas na metodologia analitica serdo

preparadas amostras do comprimido a 80, 100 e 120%.

Preparo da amostra dos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo
um parasiticida (Solucéo 1)

Pesar 10 comprimidos e calcular 0 peso médio. Pulverizar e pesar 1,472 g do po.
Transferir para baldo volumétrico de 10 mL e diluir com metanol, completar o volume e

homogeneizar.
Preparo do padréo de 6xido de piperitenona (Solugéo 2)
Pesar 18,7 mg do padrao de 6xido de piperitenona e transferir para baldo volumétrico 10

mL, diluir com metanol e homogeneizar. Concentragao final: 1,84 mg/mL.

Preparo da amostra a 80%: Tomar 0,5 mL da solugdo 1 e 0,3 mL da solucdo 2

D

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

0]

homogeneizar. Concentragéo teorica: 0,2962 mg/mL de 6xido de piperitenona.

D

Preparo da amostra a 100%: Tomar 0,5 mL da solugdo 1 e 0,5 mL da solugédo 2

0]

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

homogeneizar. Concentragéo teorica: 0,371 mg/mL de 6xido de piperitenona.

Preparo da amostra a 120%: Tomar 0,5 mL da solucdo 1 e 0,7 mL da solucédo 2

D

transferir para baldo volumétrico de 5 mL. Completar o volume com metanol

0]

homogeneizar. Concentragao teorica: 0,4458 mg/mL de 6xido de piperitenona.
Filtrar todas as amostras e o padrao com filtro de 0,45 um e injetar trés réplicas de cada

em HPLC. As condi¢Bes cromatograficas encontra-se no item 2.6.
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2.4.2. Critério de Aceitacao

Os valores de recuperacgéao individuais de cada repeticdo devem estar entre 95 a 105%.

Os valores de recuperacdo médios de cada pesagem devem estar entre 95 a 105%.

2.5. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas

e deliberadas variagBes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso

normal.

As variacdes dos parametros analiticos que foi avaliado na robustez, estdo na tabela 4.

Tabela 4 — Variacoes utilizadas no parametro robustez.

Parametro Variagéo 1 Variagéo 2
Variagdo da
20°C 30°C
Temperatura
Fluxo 0,8 mL 1,2 mL
Coluna Varian lote n2 29-51- _
_ . . Coluna Phenomenex Synergi
Diferente Fabricante 04 150 x 4,6 mm X Y4
_ lote n2 5343 -69 150 x 4,6 mm
de Coluna Microsorb-MV 100-5 C18 _
C18 ° Série 616811 - 6
R0086200D5
Variacao da i o o i o -
. Agua, acido férmico e Agua, acido fosfdrico e
Composicao da _ .
) metanol (gradiente) metanol (gradiente)
Fase Movel

2.5.1. Procedimento

Este parédmetro sera realizado com duas inje¢8es da amostra dos comprimidos flutuantes

de libertacdo modificada contendo um parasiticida, na concentracdo de 100% (Ver item

2.3.1).

2.6. CondicOes Cromatograficas

Equipamento: HPLC Merck Elite Modelo L 2200

Temperatura da coluna: 25 °C

Detector: 320 nm
Volume de injecdo: 10 uL

Fluxo: 1 mL/min.
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Canal A: Solucéo diluente
Agua ultrapura 69 mL
Acido formico 1 mL
Metanol grau HPLC 30 mL

Canal B: Metanol

Tabela 5 - Gradiente do fluxo nos canais do HPLC na andlise de teor do ativo/marcador

oxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um

parasiticida.
Tempo (min.) Canal A (%) Canal B (%)
0 100 0
6 75 25
20 60 40

3. Instrumentos, Vidrarias e Equipamentos
Na validacdo da metodologia de andlise do Oxido de piperitenona nos comprimidos
flutuantes, serdo utilizados instrumentos, equipamentos e vidrarias calibradas e/ou

qualificados, quando necessario.

Padrédo

Oxido de piperitenona
CPQBA 444/12 DQOF
Lote DQOF — 0003

Equipamentos
Balanca analitica
Direct Q (Milli-Q)

Cromatografo liquido da marca Merck

Reagentes
Metanol (grau HPLC)

Agua ultrapura
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Acido férmico
Acido fosférico

Materiais e Vidrarias

Vidro relégio

Funil de vidro

Espatula de aco inox

Aparato de filtracdo de vidro

Vials com tampa

Pipeta transferpette S de 100 - 1000uL

Baldo volumétrico 5, 10 e 100 mL

Filtro Milex HN em nylon, 0,45 pm x 47 mm

Membrana filtrante em nylon, 0,45 um x 47 mm

Coluna Varian lote n2 29-51-04 150 x 4,6 mm X ¥ Microsorb-MV 100-5 C18 R0086200D5
Coluna Phenomenex Synergi lote n2 5343 -69 150 x 4,6 mm C18 ° Série 616811 - 6

4. Referéncias Bibliograficas

Resolugcdo RE N° 899, de 29 de Maio de 2003. Diario Oficial da Republica Federativa do
Brasil.

United States Pharmacopoeia, 34 ed. vol | Twinbrook Park Way Rockville, 2011.
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RELATORIO DE VALIDACAO ANALITICA

ATIVO/MARCADOR: OXIDO DE PIPERITENONA NO
OLEO ESSENCIAL DA Mentha crispa E NOS
COMPRIMIDOS FLUTUANTES DE LIBERTACAO
MODIFICADA
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1. Objetivo

Apresentar os resultados das analises de validacdo do método analitico para quantificar o
ativo/marcador 6xido de piperitenona no O6leo essencial da Mentha crispa e nos
comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida, através do
método por CLAE, conforme protocolos especificos.

2. Resultados Obtidos na Validacdo do Método Analitico para Quantificar o
Ativo/Marcador Oxido de Piperitenona no Oleo Essencial da Mentha crispa

Todos os procedimentos analiticos realizados durante a validacdo do método para
guantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa e
nos comprimidos flutuantes de libertagdo modificada contendo um parasiticida,

obedeceram ao que esté estabelecido no protocolo especifico.

2.1. Especificidade

A andlise do cromatograma da fase mével demonstra a inexisténcia de pico no tempo de
retencdo do ativo/marcador 6xido de piperitenona, de acordo com a figura 1. Enquanto
gue nos cromatogramas do padrao e do 6leo essencial da Mentha crispa aparece o pico
no tempo de retencdo de 11 minutos, correspondente ao ativo/marcador Oxido de

piperitenona de acordo com os cromatogramas referentes as figuras 2 e 3.

Name
Retention Time

204 20

mAU
maAL

0 2 4 & 8 10 12z 14 16 18 20

Minutes

Figura 1 - Cromatograma da fase movel gradiente &cido férmico, metanol e &agua
ultrapura obtido do HPLC Merck.
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Figura 2 - Cromatograma do 6leo essencial da Mentha crispa obtido do HPLC Merck.
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Figura 3 - Cromatograma do padrdo do ativo/marcador 6xido de piperitenona, obtido do
HPLC Merck.

As andlises em HPLC Merck com DAD (Figuras 4 e 5) mostraram uma pureza de pico de
93,947 %, demonstrando que ndo ha outro pico coeluindo com o ativo/marcador éxido de
piperitenona.
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I _ _ Peak Purity View e
__ signal: Channel 1; Peak: 12,333 OXIDO PIPERITENONA 1
Peak Purity (Ava. 939,47)

800

\*ﬂf\f\w dh\fw/\ f\ o

Voltage

r400

12,333 OXI DO A PERI TENONA 1

r200

12,0 132 134 126 12,8 13,0 o
[min.]

Figura 4 - Cromatograma do 6leo essencial da Mentha crispa obtido através do HPLC
Merck em DAD.

3D View - PDADetector 1

T

Figura 5 - Cromatograma do HPLC Merck figura em 3D do pico do éxido de piperitenona

presente no 6leo essencial da Mentha crispa.

2.1.1. Concluséao

O método proposto para gquantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa é especifico, em virtude de no cromatograma da fase movel
injetada, ndo apresentar nenhum pico no mesmo tempo de retencdo que o pico do
ativo/marcador oxido de piperitenona e o resultado da andlise em DAD apresentar uma

pureza de pico > 90%.

2.2. Linearidade
Os resultados obtidos nas andlises para avaliacdo da linearidade do método para
guantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa

estao expressos na tabela 1.
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Tabela 1 - Dados obtidos no parametro linearidade.

) Média das Areas
) Area do
Nivel Amostras dos DPR(%)
Cromatograma
Cromatogramas
1 957486
80% 2 997467 982357 2,20
3 992119
1 1082609
90% 2 1071546 1069639 0,25
3 1067733
1 1188103
100% 2 1165440 1173956 1,02
3 1182473
1 1256672
110% 2 1277953 1273265 0,52
3 1268577
1 1389067
120% 2 1399262 1398134 0,11
3 1397006
1500000 -
1400000 -
1300000 - y = 3E+06x + 144291
R2 = 10,9963
1200000 -
1100000 -
1000000 -
900000 -
800000 T T T T )
0,25 0,3 0,35 04 0,45 0,5
mg/mg

Figura 6 - Curva de linearidade para determinacdo do teor do 6xido de piperitenona no

Oleo essencial da Mentha crispa.
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2.2.1. Concluséo

O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa € linear, pois apresentou coeficiente de correlacao linear (r?)
>0,98.

2.3. Intervalo
Os dados obtidos para avaliacdo do intervalo do método para quantificar o ativo/marcador

oxido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa estao presentes na tabela 2.

Tabela 2 - Dados obtidos no parametro intervalo.

) Média das Areas
Nivel Amostras Area do dos DPR(%)
Cromatograma Cromatogramas
1 808632
80% 2 809262 814765,7 1,237552
3 826403
1 904073
90% 2 909839 904482,3 0,570954
3 899535
1 964294
100% 2 961430 961763,7 0,247576
3 959567
1 1054127
110% 2 1057926 1057367 0,283749
3 1060049
1 1156544
120% 2 1161028 1159097 0,198931
3 1159719
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1200000 -
1150000 - y = 2E+06x + 137946
1100000 - R*=0,9919

1050000 -
1000000 -
950000 -
900000 -
850000 -
800000 -

750000 T T T T 1

0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5
mg/mg

Figura 7 - Curva do intervalo para determinacao do teor do 6xido de piperitenona no 6leo

essencial da Mentha crispa.

2.3.1. Concluséao
O método proposto para quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa apresenta intervalo dentro da faixa 80 a 120%, conforme

critério de aceitacdo presente no protocolo especifico.

2.4. Preciséao
Os resultados obtidos nas analises para avaliacao da precisao do método para quantificar
o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa estdo

expressos nas tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3 - Dados obtidos no parametro precisao intracorrida para a analista 1.

Analista | Amostra Areado Concentragé&o
Cromatograma (mg/mg)
1 1016898 0,452
2 1025408 0.456
3 1032748 0,459
' 4 1029006 0,458
5 1055800 0,470
6 1053322 0,467
Média| 0,460333333
DP | 0,006831301
DPR (%) 1,304
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Tabela 4 - Dados obtidos no pardmetro precisao intracorrida para a analista 2.

Analista | Amostra Area do Concentragao
Cromatograma (mg/mg)
1 1011423 0,459
2 1003101 0,455
3 1004978 0,456
? 4 949550 0,430
5 945508 0,429
6 939442 0,426
Média 0,4425
DP| 0,015630099
DPR (%) 3,39

Tabela 5 - Dados obtidos no parametro precisdo intercorrida comparando-se 0s

resultados das analises das analistas 1 e 2.

Analista| Amostra AR Concentragao
Cromatograma (mg/mg)
1 1016898 0,452
2 1025408 0.456
3 1032748 0,459
1 4 1029006 0,458
5 1055800 0,470
6 1053322 0,467
1 1011423 0,459
2 1003101 0,455
3 1004978 0,456
i 4 949550 0,430
S 945508 0,429
6 939442 0426
Média 0,451
bpP 0,014
DPR (%) 3,104
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2.4.1. Concluséao

O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona no 6leo

essencial da Mentha crispa é preciso, pois apresenta desvio padréo relativo < 5%, tanto

para a precisdo intracorrida quanto para precisao intercorrida.

2.5. Exatidéo

Os resultados obtidos nas analises para avaliacdo da exatiddo do método para quantificar

o ativo/marcador Oxido de piperitenona no Oleo essencial da Mentha crispa estdo

expressos nas tabelas 6, 7 e 8.

Tabela 6 - Dados do parametro exatiddo a 80%.

Nivel | Réplica Area do Conc. Teor |Recuperacao Recup.era(;éo
Cromatograma | (mg/mg) (%) (%) média (%)
1 788162 0,357 77,81 97,26
80% 2 791465 0,358 78,10 97,62 97,45
3 790471 0,358 77,98 97,47
DP 0,180831
DPR (%) 0,185563
Tabela 7 - Dados do parametro exatiddo a 100%
Nivel |Réplica Area do Conc. Teor |Recuperacao Recup.eragéo
Cromatograma| (mg/mg) (%) (%) média (%)
1 992501 0,449 97,92 97,92
100% 2 994578 0,450 98,16 98,16 98,04
3 993257 0,450 98,04 98,04
DP 0,12
DPR (%) | 0,122399
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Tabela 8 - Dados do parametro exatidao a 120%

2.5.1. Conclusao

) o Area do Conc. Teor |Recuperacéo | Recuperacéao
Nivel | Réplica o
Cromatograma (mg/ mg) (%) (%) media (%)
1177687 0,533 116,21 96,84
120% 2 1183523 0,536 116,80 97,33 97,3
3 1188227 0,538 117,27 97,72
DP 0,440946
DPR (%) 0,453197

O método proposto para gquantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo

essencial da Mentha crispa € exato, pois apresentou recuperacdo entre 95 e 105% para

os trés niveis de concentracéo testados.

2.6. Robustez

Os resultados obtidos nas andlises para avaliacdo da robustez do método para

quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa

encontra-se nas tabelas 9, 10 e 11.

Tabela 9 - Resultados para variacao do fluxo da fase movel.

_ Area do Conc. o
Variagdo | Amostra Média DPR (%) DP
Cromatograma| (mg/mg)
1 1226775 0,501
O,imu 0,502 0,422 |0,00212
2 1235888 0,504
1 835518 0,489
1,2 0,491 0,720 |0,00354
mL/min
2 844405 0,494
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Tabela 10 - Resultados para variacdo da temperatura do forno do HPLC.

_ Area do Conc. _ DPR
Variacdo | Amostra Média DP
Cromatograma | (mg/mg) (%)
1 1003387 0,492
20 °C 0,489 0,736 | 0,00354
2 994085 0,487
1 999873 0,493
30°C 0,496 0,865 | 0,00424
2 1011206 0,499

Tabela 11 - Resultados para diferente lote e fabricante de coluna cromatogréfica.

o Area do Conc. o DPR
Variacao | Amostra Média DP
Cromatograma | (mg/mg) (%)
Gemini
Phenomene 1 1013673 0,502
xC18,
5u,110A°,1 0,501 0,14 | 0,000707
50x 4,6mm
RefOOF443 2 1012734 0,501
5-EO

2.6.1. Concluséao

O método proposto para quantificar o ativo/marcador oxido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa € robusto, uma vez que a variacdo dos parametros descritos
ndo interferiu significativamente nos resultados obtidos, apresentando concentracao

semelhante aos resultados obtidos seguindo as condi¢cfes analiticas do método.

2.7. Concluséo final
O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona no 6leo
essencial da Mentha crispa estad validado, por atender os requisitos de linearidade,

precisédo, exatidao, especificidade, intervalo e robustez de acordo com a USP 34, 2011.
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3. Resultados Obtidos na Validacdo do Método para Quantificar o Ativo/Marcador
Oxido de Piperitenona nos Comprimidos Flutuantes de Libertacdo Modificada

Contendo um Parasiticida

3.1. Especificidade

A analise do cromatograma do placebo e da fase mével demonstra a inexisténcia de pico
no tempo de retencdo do ativo/marcador 6xido de piperitenona, de acordo com as
figuras 8 e 9. Enquanto que nos cromatogramas do padrdo e do comprimido flutuante
aparece o0 pico no tempo de retencdo de 11 e 12 minutos, correspondente ao
ativo/marcador éxido de piperitenona de acordo com os cromatogramas referentes as
figuras 10 e 11.

Name
Retention Time

209 20

mAU
mAU

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 2 4 & ] 0 12 14 16 18 20
Minutes

Figura 8 - Cromatograma do placebo obtido do HPLC Merck.

Name
Retention Time

209 20

maU
mAU

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 2 4 B 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

Figura 9 - Cromatograma da fase movel gradiente &cido férmico, metanol e &agua
ultrapura obtido do HPLC Merck.
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Figura 10 - Cromatograma do padréo do ativo/marcador éxido de piperitenona obtido do

HPLC Merck.

Name
Retention Time

204

mAU

=]
"
=
=
@

|

T
10

OP 11910~

=i

20

Minutes

mau

Figura 11 - Cromatograma do comprimido flutuante de libertagdo modificada contendo

um parasiticida obtido do HPLC Merck.

As andlises em HPLC Merck com DAD (Figuras 12 e 13) mostraram uma pureza de pico

de 92,897 %, demonstrando que ndo ha outro pico coeluindo com o ativo/marcador 6xido

de piperitenona.
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Figura 12 - Cromatograma do 6leo essencial da Mentha crispa obtida através do HPLC
Merck em DAD.

3D View - PDADetector 1

/

Figura 13 - Cromatograma do HPLC Merck figura em 3D do 6xido de piperitenona

presente no comprimido flutuante de libertagdo modificada contendo um parasiticida.

3.1.1. Concluséo

O método proposto para quantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no
comprimido flutuante de libertagdo modificada contendo um parasiticida é especifico, em
virtude de no cromatograma do placebo e da fase molvel injetada, ndo apresentar
nenhum pico no mesmo tempo de retengcdo que o pico do ativo/marcador 6xido de

piperitenona e o resultado da analise em DAD apresentar uma pureza de pico > 90%.

3.2. Linearidade
Foi considerado os mesmos dados obtidos nos testes para linearidade do método para
guantificar o ativo/marcador 6xido de piperitenona no 6leo essencial da Mentha crispa em

virtude do método apresentar a mesma faixa de linearidade.
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3.3. Preciséo

Os resultados obtidos nas andlises para avaliacdo da precisdo do método para

quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de

libertacdo modificada contendo um parasiticida estdo presentes nas tabelas 12, 13 e 14.

Tabela 12 - Dados obtidos no parametro preciséo intracorrida para a analista 1.

Tabela 13 - Dados obtidos no parametro precisao intracorrida para a analista 2.

PPV S [ Area do Concentragao
Cromatograma (mg/1472mg)
1 1108525 17,39
2 1114822 17,49
3 1119040 17,56
! 4 1115535 17,50
5 1113776 17,48
6 1129920 17,73
Média 17,525
DP| 0,114324101
DPR (%) | 0,652348649

Analista | Amostra Area do Concentracao
Cromatograma (mg/1472mg)
1 1120130 17.29
2 1118311 17.26
3 1116905 17.24
i 4 1130481 17.50
> 1115064 17.48
6 1121514 17.73
Média|  17,41667
DP|  0,190228
DPR (%)|  1,092218
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Tabela 14 - Dados obtidos no parametro precisdo intercorrida comparando-se 0s

resultados das andlises das analistas 1 e 2.

3.3.1. Concluséao

Analista| Amostra AT e Concentragéo
Cromatograma | (mg/1472mg)
1 1108525 17.39
2 1114822 17.49
3 1119040 17.56
1 4 1115535 17.50
5 1113776 17.48
6 1129920 17.73
1 1120130 17.29
2 1118311 17.26
3 1116905 17,24
i 4 1130481 17.50
5 1115064 17.48
6 1121514 17.73
Média| 17,47083333
DP| 0,159969221
DPR (%) | 0,915635891

O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona nos

comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida é preciso, pois

apresenta desvio padréo relativo < 5%, tanto para a precisdo intracorrida quanto para

preciséo intercorrida.

3.4. Exatidao

Os dados obtidos na avaliagéo deste parametro estdo presentes nas tabelas 15, 16 e 17.
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Tabela 15 - Dados do parametro exatiddo a 80%.

Nivel | Réplica Area do Concentracao | Teor |Recuperacao | Recuperacao
Cromatograma| (mg/1472mg) | (%) (%) meédia (%)
1 909235 15,16 82,84 103,55
80% 2 901978 15,04 82,18 102,72 103,1333
3 905656 15,10 82,51 103,13
DP 0,41501
DPR (%)| 0,402401
Tabela 16 - Dados do parametro exatiddo a 100%.
Nivel | Réplica Area do Concentracdo | Teor |Recuperacao Recu?eragéo
Cromatograma| (mg/1472mg) | (%) (%) média (%)
1 1126280 18,79 102,67 102,67
100% 2 1124118 18,75 102,45 102,45 102,9433
3 1137894 18,98 103,71 103,71
DP 0,673003
DPR (%)| 0,653761
Tabela 17 - Dados do parametro exatidao a 120%.
Nivel | Réplica Area do Concentracdo| Teor |Recuperacao | Recuperacéo
Cromatograma| (mg/1472mg) | (%) (%) média (%)
1 1298380 21,65 118,3 98,58
120% 2 1305650 21,77 118,96 99,13 98,50333
3 1288196 21,48 117,37 97,80
DP 0,668306
DPR (%)| 0,678461

186




3.4.1. Concluséao

O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona no

comprimido flutuante de libertacdo modificada contendo um parasiticida é exato, pois

apresentou recuperacao entre 95 e 105% para os trés niveis de concentracao testados.

3.5. Robustez

Os dados obtidos nos testes para avaliacdo da robustez do método para quantificar o

ativo/marcador Oxido de piperitenona nos comprimidos flutuantes de libertacao
modificada contendo um parasiticida encontra-se nas tabelas 18, 19, 20 e 21.
Tabela 18 - Resultados para variacao do fluxo da fase movel.
L Area do Concentragéo o DPR
Variagcdo | Amostra Média DP
Cromatograma | (mg/1472mgq) (%)
1 1495438 20,72
0,8 mL/
_ 21,05 | 2,217057 | 0,46669
min
2 1543198 21,38
1 1027915 21,00
1,2
21,00 | 0,01818 | 0,003818
mL/min
2 1027649 21,00
Tabela 19 - Resultados para variacdo da temperatura do forno do HPLC.
) Area do Concentragéo ) DPR
Variagcdo | Amostra Média DP
Cromatograma | (mg/1472mg) (%)
1 1229933 20,95
20 °C 20,91 | 0,270533 | 0,056569
2 1225130 20,87
1 519247 8,16
30 °C 8,20 | 0,68986 | 0,056569
2 524194 8,24
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Tabela 20 - Resultados para diferente lote e fabricante de coluna cromatogréfica.

< Conc.
Variacao | Amostra C PSR € (mg/1472 | Média DOPR DP
romatograma mg) (%)
Gemini
Phenome 1 736116 11,89
nexC18,
SK,110A%, 11,90 | 0,118841 | 0,014142
150x
4,6mm
RefOOF- 2 736116 11,91
4435-EO
Tabela 21 - Resultados para variagao da fase movel.
Area do e
. - 0
Variagcao | Amostra Cromatograma (mgr;n/éng Média | DPR (%) DP
Agua
ultrapura, 1 515043 8,19
acido 8,23 | 0,687346 | 0,056569
fostorico 2 520083 8,27
e metanol

3.5.1. Concluséo
O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona no
comprimido flutuante de libertacdo modificada contendo um parasiticida € robusto, no
que se refere a mudanca de fluxo e mudanca de temperatura do forno do HPLC para
20°C conforme resultados estudados, porém o método nao é considerado robusto para
mudanga de temperatura do forno do HPLC para 30°C, troca de coluna e mudanca de
fase movel em

raz8o de apresentar resultados com variagdo significativa da

concentracdo meédia encontrada.

3.6. Concluséo final

O método proposto para quantificar o ativo/marcador Oxido de piperitenona nos
comprimidos flutuantes de libertacdo modificada contendo um parasiticida esté validado,
por atender os requisitos de linearidade, precisdo, exatidao, especificidade e robustez de
acordo com a USP 34, 2011.
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Apéndice Il

Copias dos Certificados do Padrdo do Oxido de Piperitenona e dos Trabalhos
Publicados na Revista Brasileira de Toxicologia
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NIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
& . FoB3A
CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS -

uNIcAME QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS ey
FMQ-07 i RELATORIO TECNICO Edigéo/Revisao: 2/0
[ NUMERO PROCESSO: CPQBA 176/05 DQOF PAGINA: 2 de4

OBTENCAO DO PADRAO DE OXIDO DE PIPERITENONA

Produto: OXIDO DE PIPERITENONA Estrutura
Lote: DQOF-0002

Quantidade: 5 frascos de 100mg 2
Método de analise: GC-FID

Data da produgdo: 29/08/2005 0
Data da andlise: 31/08/2005

Nome quimico: 7-Oxabicicilo[4.1.0]heptan-2-ona,9-metil-3-(1-metiletilideno)
Férmula molecular: Cy0H140;

Massa molecular: 166,22

CAS #: 35178-55-3

Familia quimica: monoterpeno cetona

Origem: Isolado do éleo essencial de Mentha crispa

Os resultados ¢ conclusdes deste relatério, bem como o nome do CPQBA/UNICAMP, nio podcm ser utilizados para divulgagio ou publicidade do produto
ou empresa sob qnalquer forma. £ vemdo sua utilizagdio parcial para qual fim. Os deste relatdrio se restringem exclusivamente
as condigdes de ensaio ¢ di (o} ado e as 1 aqui d: sﬁo de bilidade iva do(s) autor(es) e niio
tam opinidio da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem.

FONE: (19) 3884 7500 FAX: (19)3884 7811 e-mail: cenpesq@cpqba.unicamp.br
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* UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ;C_;)Zg
CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS P

iR QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS FER SRR e

i om RELATORIO TECNICO Edigao/Revisso: 2/0

| NUMERO PROCESSO: CPQBA 176/05 DQOF PAGINA: 3 de 4

ANALISES

TESTES RESULTADOS

GC - FID 96,40%

RMN 'H De acordo (1,2)

RMN °C De acordo (1,2)

1V (KBr) De acordo (1)

[alp?® = + 155 (c = 0,4 - EtOH) De acordo (1)

Espectro de massas m/z (M* 166 ; 54%)

Aparéncia Liquido incolor

CONDICOES CROMATOGRAFICAS:
Coluna capilar HP-5 (30 metros X 0,25 mm X 0,25 um)
Temperaturas: Injetor = 220°C
Coluna = 60°C, 3°C min™, 240°C
Detetor = 250°C
Razdo de split: 1:40
Volume injetado: 1,0 uL

Nota: A amostra foi injetada trés vezes na concentragdo de 10mg/mL em hexano (grau HPLC)
e o teor final do 6xido de piperitenona foi expresso pela média das % das drea obtidas.

Referéncias:

1- Ghoulami, S.; Idrissi, A. I.; Fkih-Tetouani, S. Synthése de nouveaux hétérocycles a partir
de Ioxide de pipériténone. Tetrahedron Letters v. 42, 2107-2109, 2001.

2- Tripathi, A K.; Prajapati, V.; Ahmad, A.; Agagarwal, K. K.; Khanuja, S. P. S. Piperitenone
Oxide as Toxic, Repellent, and Reproduction Retardant Toward Malarial Vector
Anophele stephensi (Diptera:Anophelinae). Journal of Medical Entomology, vol 41,
691-698, 2004.

Os resultados e conclusdes deste relatorio, bem como o nome do CPQBA/UNICAMP, niio podem ser utilizados para divulgagiio ou publicidade do produto

ou empresa sob qualquer forma. I vetado sua utilizagdo parcml para qualquer fim. Os resul ¢ conclusdes deste relatdrio se restringem exclusivamente
as condigdes de ensaio e prod li (6} udo e as | aqui ap dos sdo de responsabilidade exclusiva do(s) ¢ ndo
P tam opinidio da Un|vcr5|dade Estadual de Campinas nem a compre

FONE: (19) 3884 7500 FAX: (19)3884 7811 e-mail: cenpesq@cpgba.unicamp.br
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS |
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5 CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS e -
N QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS LEE SR
FMQ-07 o RELATORIO TECNICO Edigao/Reviso: 2/0
I NUMERO PROCESSO: CPQBA 176/05 DQOF IPAGINA: 4ded |
| CROMATOGRAMA OBTIDO PARA O OXIDO DE PIPERITENONA |

e |
28,420

Closine sisnal file MISIGNAL .BNC
RUNS 46 AUGC 31, 2009 11143:933

SIGMAL FILE: WiSIGHAL,BNC

3 e HE1GHTX
f@==== Oxido de piperitenona RT HEIGHT TYPE WIDTH  WEIGHTX
18.%49 1956 P .51 02673
28,428 min 20.210 7925 PB L1937 18839
% 20.612 9410 ee 370 .12870
22,382 112010 PR .267 1.5319%8
22,718 se4s3 P8 268 65004
25.375 2511 B .341 83434
26.469 4691 bE 334 06416
28.420 79058432 BB .690  96.33744
28.747 15805 vB  .089 L2161
9,098 41732 -1 996 57976
&2,498 6676 L13 L1903 89131

OTalL HEIGHT=7311600
UL FACTUR®1.@@00E+08

ESPECTRO DE MASSAS DO OXIDO DE PIPERITENONA

Abundance
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| | ; i
{_ il sglh ! 6311, HTX [119’5. Ly 1L ’ I . |
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Os resultados e conclusdes deste relatério, bem como o nome do CPQBA/UNICAMP, ndo podem ser uhhudos para divulgagdo ou publicidade do produto

ou empresa sob qualquer forma. vetado sua utilizaglio parcial para qualquer fim. Os resultados e deste relatorio se restringem exclusivamente
as condigdes de ensaio e prod udo ¢ as 1 aqui ap dos sdo de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es) e néo

I tam opinido da Unlvcrsldade Estadual de Campinas nem a comp
FONE: (19) 3884 7500 FAX: (19)3884 7811 e-mail: cenpesq@cpgba.unicamp.br
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S‘@ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS = P | 5033
¥ CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS ~ >
S QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS eSS0 S RS
FMQ-07 RELATORIO TECNICO Edigao/Revisao: 2/4
Emissdo: GGQ
IWI'JMERO PROCESSO: CPQBA 444/12 DQOF TPAGINA: 2de2 j
OBTENCAO DO PADRAO DE OXIDO DE PIPERITENONA

Produto: OXIDO DE PIPERITENONA Estrutura

Lote: DQOF-0003

Método de analise: GC-FID Q9 B
Data da produgao: 06/08/2012 '
Data da analise: 08/08/2012 0

Nome quimico:

Férmula molecular:

Massa molecular:
CAS #:
Familia quimica:
Origem:

7-Oxabiciclo[4.1.0]heptan-2-ona,9-metil-3-(1-metiletilideno)
Ci0H140;

166,22

35178-55-3

monoterpeno cetona

Isolado do dleo essencial de Mentha crispa

Os resultados e conclusdes deste relatorio se restringem exclusivamente as condigdes de ensaio ¢ produtos analisados, sendo vetado sua utilizagdo
parcial para qualquer fim. O conteudo e as conclusdes aqui apresentados so de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es) ¢ ndo representam opinido
da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/UNICAMP nio pode ser utilizado para divulgagdo ou publicidade
do produto ou empresa sob qualquer forma.

FONE: (19) 2139 2850

FAX: (19)2139 2852 e-mail: cenpesq@cpqba.unicamp.br
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PBA
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CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS
Qtﬁlﬂlw BCDSL%GK'AS E AGP’SCOI.AS

UNICAMP
EMQ-07 RELATORIO TECNICO Edigao/Reviso: 2/4
Emissdo: GGQ

|W6MERO PROCESSO: CPQBA 444/12 DQOF PAGINA: 3 de 2 7
ANALISES
TESTES RESULTADOS
GC - FID 98,20%

Espectro de massas m/z (M* 166 ; 54%)
Aparéncia Liquido incolor a temp. ambiente
Cristais amorfos brancos a - 50C

CONDICOES CROMATOGRAFICAS:

Coluna capilar HP-5 (30 metros X 0,25 mm X 0,25 um)

Temperaturas: Injetor = 220°C; Coluna = 60°C, 3°C min!, 240°C; Detetor = 250°C
Razdo de split: 1:40

Volume injetado: 1,0 pL

Nota: A amostra foi injetada trés vezes na concentracdo de 10mg/mL em acetato de etila PA e
o teor final do éxido de piperitenona foi expresso pela média das % das areas obtidas.

Os resultados € conclusdes deste relatorio se restringem exclusivamente as condigdes de ensaio ¢ produtos analisados, sendo vetado sua utilizagdo
parcial para qualquer fim. O conteudo ¢ as conclusdes aqui apr dos sdo de r bilidade exclusiva do(s) autor(es) e ndo representam opinido
da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/U\IICAMP nao pode ser utilizado para divulgagdo ou publicidade

do produto ou empresa sob qualquer forma.

FONE: (19)2139 2850 FAX: (19)2139 2852 e-mail: cenpesq@cpqba.unicamp.br
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oY CENTRO PLURIDISCIPLINAR DE PESQUISAS ~—

ik QUIMICAS, BIOLOGICAS E AGRICOLAS R ReA S Se e AR
FMQ-07 RELATORIO TECNICO Edigao/Revisao: 2/4
Emissdo: GGQ
LN!'JMERO PROCESSO: CPQBA 444/12 DQOF PAGINA: 4 de 2

CROMATOGRAMA OBTIDO PARA O OXIDO DE PIPERITENONA

; RUNS 3 nuG 8, 2012 14101130
! SIGNAL FILE: MISIGNAL.BNC
mREAYN
FT AREw TYPE WIDTH ARENS
17,389 12226 Fe 034 08772
19.0869 0670 FE 179 14773
21.e81 348352 PE <069 19309
21.802 3917 BE 024 02170
22.937 13094 FE .07 .872%3
23,434 ar9se FE <134 «21043
<e====  Oxido de piperitenona oo wepmy 8 BN Yo "
26,76 min s szt iwE s iievie '
38.4%0 46091 Fe Lo94 +29841
49,019 15%981 PE 248 86401
44,419 18181 FE il 08398
q4é.%20 13884 PB . led L0769
48,049 2268 PB . 108 .0125%
49,908 298 L] «0le .00163
TOTHAL AFEA=1.B8033E+0”
MUL FHCTOR=],0000E+00
ESPECTRO DE MASSAS DO OXIDO DE PIPERITENONA
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’ Z'///za ’thc; (’/)C.'/u (U Z/édn
Dra. Vera Luci4 Garcia Rehder
CRQ - 04130876 - 4° regigo
RESPONSAVEL PELO ENSAIO

Os resultados e conclusdes deste relatorio se restringem exclusivamente as condigoes de ensaio ¢ produtos analisados, sendo vetado sua utilizagdo
parcial para qualquer fim. O conteido e as conclusdes aqui apresentados sao de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es) ¢ ndo representam opinido
da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/UNICAMP nio pode ser utilizado para divulgago ou publicidade
do produto ou empresa sob qualquer forma.

FONE: (19) 2139 2850 FAX: (19)2139 2852 e-mail: cenpesq@cpqba.unicamp.br
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201 INFLUENCIA DO OLEO ESSENCIAL DE Mentha crispa NO PERFIL HEMATOLOGICO

DE RATOS WISTAR

Silva RLC*(1), Franco ES(2), Melo ACO(2), Silva JKC(2), Oliveira AP(2), Brasileiro CF(2), Baltar SLSMA(2), Lobo
JMCNS(3), Paulo MQ(4), Maia MBS(2). (1) Doutoranda da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto/ Portugal; (2)
Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos, Departamento de Farmacologia e Fisiologia, Centro de Ciéncias
Biolégicas /UFPE; (3) Conselho Diretivo Faculdade de Farmdcia. (1, 3) - Portugal; (2, 4) — Brasil.

Introducfio: A Mentha crispa (Lamiaceae) ¢ uma planta aromitica conhecida popularmente como horteld-da-folha-mitda. Na
medicina popular, as folhas de plantas do género Menta tém diversas indicagdes (anti-parasitdria e antiflautulento, etc). Os
dados fornecidos pelo hemograma sdo importantes principalmente quando se pretende analisar o efeito de uma droga.
Objetivo: Avaliar o efeito do 6leo essencial de M. crispa sobre o perfil hematolégico de ratos Wistar. Métodos: A M. crispa
foi coletado no municipio de Itacuruba — PE, uma exsicata foi depositada no herbério de farmacognosia da UFPE n® HF
001507HE. O 6leo foi extraido das folhas através de hidrodestilagdo. Para realizagio do ensaio de toxicidade foram utilizados
30 ratos Wistar (machos e fémeas, 200-300g) divididos em trés grupos (n=10) os quais receberam Gleo essencial de M. crispa
diluido em 6leo de milho (OEMC, 50 ou 100uL/kg; veiculado em Gleo de milho (0,3mL, v.0.)), di 35 dias cc ivos.
O grupo controle recebeu 6leo de milho (0.3mL). No 35° dia foram coletadas amostras de sangue do plexo infraorbital, em
tubos contendo anticoagulante (Vacuette), para determinagdo do perfil hematolégico utilizando contador de células sanguineas
automdtico. Os valores de contagem de plaquetas, hemdcias, hemoglobina, hematécrito, concentragdo de hemoglobina
corpuscular média, hemoglobina corpuscular média, volume corpuscular médio e os valores de contagem total e dift ial de
leucécitos, foram comparados com o do grupo controle. Protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal da UFPE n°23076.007695/2009-19. Resultados: O OEMC nas doses (50 ou 100uL/kg) ndo provocou
alteragdes estatisticamente significante (p>0,05) no perfil hematolégico. A contagem de eritrécitos foi normal e nenhuma
alterac@o foi observada no hemat6crito ou nos valores de hemoglobina. As plaquetas permaneceram inalteradas em ndimero.
Provavelmente o produto testado ndo causa danos diretos nas células sangiiineas, na medula Gssea ou na absor¢do ou
incorporagdo de nutrientes necessdrios para a eritropoiese, pelo menos, num grau suficiente para causar anemia. Similarmente,
nio houve efeitos significantes na contagem total ou diferencial das células sangiifneas da linhagem leucocitdria. Conelusdo: O
OEMC nas doses de 50 e 100uL/kg nao apresentaram efeito de toxicidade a nivel hematolégico, quando testadas na forma sub-
cronico em ratos Wistar.

Palavra Chave: Perfil Hematolégico, Oleo Essencial, Mentha Crispa, Toxicidade.
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187 AVALIACAO DO EFEITO DA ADMINISTRACAO §UB:CR6NICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Mentha crispa SOBRE PESO CORPOREO E ORGAOS VITAIS EM RATOS

WISTAR

Silva RLC*(1), Franco ES(2), Melo ACO(2), Silva JKC(2), Oliveira AP(2), Brasileiro CF(2), Baltar SLSMA(2), Lobo
JMCNS(3), Paulo MQ(4); Maia MBS(2). (1) Doutoranda da Faculdade de Farmdcia da Universidade do Porto/ Portugal: (2)
Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos, Departamento de Farmacologia e Fisiologia, Centro de Ciéncias
Biolégicas /UFPE; (3) Conselho Diretivo Faculdade de Farmécia. (1, 3) - Portugal; (2, 3) - Brasil

Introducio: O ganho de peso corpéreo e dos Grgios sdo pardmetros importantes na avaliagdo de possiveis efeitos téxicos
cumulativo, inerente a determinadas substincias naturais ou sintéticas. Objetivos: Investigar a influéncia da administragdo
sub-cronica oral do 6leo essencial de Mentha crispa no peso corpéreo e 6rgdos vitais em ratos Wistar. Métodos: A M. crispa
foi coletado no municipio de Itacuruba — PE, uma exsicata foi depositada no herbdrio de farmacognosia da UFPE n® HF
001507HF. O 6leo foi extraido das folhas através de hidrodestilagio. Para realizagdo do ensaio de toxicidade foram utilizados
30 ratos Wistar (machos e fémeas, 200-300g) divididos em trés grupos (n=10) os quais receberam 6leo essencial de M. crispa
diluido em 6leo de milho (OEMC, 50 ou 100uL/kg; veiculado em 6leo de milho (0,3mL, v.0.)), durante 35 dias consecutivos.
O grupo controle recebeu Gleo de milho (0,3mL). Semanalmente os animais foram avaliados quanto ao ganho de peso e ao
final do 35° dia foram eutanasiados em cdmara de CO2, para proceder a avaliagio macroscGpica e pesagem dos 6rgdos vitais
(coragdo, pulmio, estdmago, figado, bago, rins, testiculos, ovdrio e ttero). Protocolo experimental aprovado pela Comissao de
Etica em Experimentagio Animal da UFPE n°23076.007695/2009-19. Resultados: A avaliagdo do desempenho do peso
corpéreo demonstrou que nio ocorreu diferenga estatisticamente significante (p>0,05), quando se comparou os grupos tratados
com o OEMC nas doses de 50 ou 100uL/kg com o grupo controle. Quanto ao peso dos érgaos foi observado um aumento
(5,71%) estatisticamente significante (p>0,05) da massa cardiaca do grupo tratado com o OEMC 100uL/kg (machos
1,48+0,082) quando comparado ao grupo controle (machos 1,420,10g). O peso dos demais 6rgaos avaliados dos machos e das
fémeas, nas doses testadas, comparado ao grupo controle ndo diferiram estatistic Concl : O 6leo essencial de
Mentha crispa na dose de 100uL/kg foi capaz de aumentar o peso da massa cardiaca dos ratos wistar machos quando
comparado com o grupo controle.

Palavra Chave: Peso Corpéreo, Peso 6rgios, Toxicidade, Sub-Cronica, Oleo essencial, Mentha crispa.
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200 INFLUENCIA DO OLEO ESSENCIAL DE Mentha crispa NO PERFIL BIOQUIMICO DE

RATOS WISTAR

Franco ES*(1), Silva RLC(2), Melo ACO(1), Silva JKC(1), Oliveira AP(1), Brasileiro CF(1), Baltar SLSMA(1), Lobo
JMCNS(3), Paulo MQ(4), Maia MBS(1). (1) Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos, Departamento de
Farmacologia e Fisiologia, Centro de Ciéncias Biolgicas /UFPE; (2) Doutoranda da Faculdade de Farmdcia da Universidade
do Porto/Portugal; (3) Conselho Diretivo Faculdade de Farmdcia. (1, 4) - Brasil; (2, 3) — Portugal.

Introducio: A Mentha crispa (Lamiaceae) é uma planta aromética conhecida popularmente como horteld-de-cheiro, hortela-
da-horta, hortela-do-brasil e horteld-da-folha-mitida. Na medicina popular, as folhas de plantas do género Menta tém diversas
indicagOes (anti-parasitiria e antiflautulento, etc). As folhas da M. crispa apresentam um 6leo essencial, composto
principalmente de 6xido de piperitenona, Germacreno, Trans beta-ocimeno e Beta-cariofileno. Os efeitos téxicos dos dleos
voldteis podem ser desencadeados apds exposi¢do aguda e/ou cronica. Objetivo: Avaliar o efeito do 6leo essencial de M.
crispa sobre o perfil bioquimico de ratos Wistar. Métodos: A M. crispa foi coletado no municipio de Itacuruba — PE, uma
exsicata foi depositada no herbério de farmacognosia da UFPE n® HF 001507HF. O éleo foi extraido das folhas através de
hidrodestilagdo. Para realizacdo do ensaio de toxicidade foram utilizados 15 ratos Wistar (fémeas, 200-250g) divididos em trés
grupos (n=5 animais/grupo) os quais receberam 6leo essencial de M. crispa diluido em 6leo de milho (OEMC, 50 ou
100puL/kg; veiculado em 6leo de milho (0,3mL, v.0.)), durante 35 dias consecutivos. O grupo controle recebeu 6leo de milho
(0,3mL). No 35° dia foram coletadas amostras de sangue do plexo infraorbital, em tubos com gel sepa:ador para soro
(Vacuette) e centnfugadas a 7000rpm, para determmaqio do perfil bioquimico (uréia, creatinina, dcido trico, bilirrubina total,
transaminase g oxalacética (TGO), tr ica pirivica (TGP), fosfatase alcalina (FA), glicose, colesterol
HDL e LDL e triglicerideos). O protocolo experimental fon aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da
UFPE n°23076.007695/2009-19. Resultados: Nas doses administradas, o OEMC aumentou significantemente (p>0,05) as
concentragdes séricas de TGP, TGO, FA e LDL. Os niveis de TGO (115,249,47U/L) nos animais tratados com OEMC
50ul/kg apresentou-se 18,76% mais elevado que o controle. Os niveis séricos de TGP (75+9,97U/L) e FA (184,4+32,08U/L)
elevaram respectivamente, em 25,83% e 60,34% nos animais tratados com OEMC 100uL/kg quando comparados com o
controle. As concentragdes séricas de LDL nos animais tratados com OEMC 50pL/kg (61:!:8 60U/L) ou IOOpng
(70,6+6,88U/I) apresentaram redugdo de 32,81% e 22,24% quando comparados com controle, respectiv

administragdo sub-cronica do OEMC (50uL/kg ou 100ul/kg; v.0.) aumentou os niveis séricos de TGO, TGP e FA e reduziu o
LDL em ratos Wistar.

Palavra Chave: Mentha crispa, Oleo essencial, Perfil bioquimico, Toxicidade.
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191 DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO OLEO ESSENCIAL DE Mentha crispa

(HORTELA DA FOLHA MIUDA) EM CAMUNDONGOS SWISS

Franco ES*(1), Silva RLC(2), Aquino CMF (1), Oliveira AP(1), Brasileiro CF(1), Baltar SLSMA(1), Lobo JMCNS(3), Paulo
MQ(4); Maia MBS(1). (1) Laboratério de Farmacologia de Produtos Bioativos, Departamento de Farmacologia e Fisiologia,
Centro de Ciéncias Biol6gicas /UFPE; (2) Doutoranda da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto/Portugal; (3)
Conselho Diretivo Faculdade de Farmécia. (1, 4) - Brasil; (2, 3) — Portugal

Objetivos: Avaliar a toxicidade pré-clinica e determinar a DL50 do 6leo essencial de Mentha crispa por gavagem em
dongos Swiss. Métodos: A M. crispa foi coletado no municipio de Itacuruba — PE, uma exsicata foi depositada no
herbdrio de farmacognosia da UFPE n° HF 001507HF. O 6leo foi extraido das folhas através de hidrodestilagdo. Para
realizagio do ensaio de toxicidade aguda foram utilizados 80 camundongos (machos e fémeas, 25-30g) divididos em oito
grupos (n=10) os quais receberam 6leo essencial de M. crispa diluido em 6leo de milho (OEMC, 2,5; 1,5; 1,0; 0,80; 0,75; 0,50
ou 0,25mL/kg; veiculado em 6leo de milho (0,2mL, v.0.)), em administragdo tnica. O grupo controle recebeu 6leo de milho
(0,2mL). Os animais foram observados atentamente durante as quatro primeiras horas e a cada 24 horas até o 14° dia. No final
os animais foram iados em cimara de CO2, em seguida efetuada a andlise macroscépica do figado, pulmao, bago, rins e
estdmago. Protocolo experimental aprovado pela Comissio de Ftica em Experimentagio Animal da UFPE
n°23076.007695/2009-19. Resultados: Apés a administragio o efeito irritante do produto foi observado através do
comportamento dos animais de cogar e arrastar o focinho. Dez minutos ap6s a administragdo 100% dos animais tratados com
2,5; 1,5 ou 1,0mL/kg apresentaram excitagdo, reagdo de fuga e sialorréia. Entre 20 e 180 minutos foram observados: dispnéia,
perda da coordenagio motora do trem posterior com aparecimento de tremores, ptose palpebral, convulsdes e ataxia. Apos esta
fase excitatéria, todos os animais dos grupos tratados com OEMC (2,5; 1,5 ou 1,0mL/kg; v.0.) apresentaram palidez nas
extremidades, contor¢do abdominal, arqueamento da coluna, depressdo, micgdo e morte com a musculatura espdstica. Na dose
de 0,75mL/kg, apés trés horas, 20% dos animais apresentaram sialorréia e ptose palpebral e 60% apresentaram reagdo de fuga.
Na dose de 0,50mL/kg, ap6s uma hora, 40% dos animais apresentaram ptose palpebral ¢ 20% apresentou reagdo de fuga. Na
dose de 0,25mL/kg um tnico animal apresentou comportamento de cogar o focinho e reagdo de fuga. Entretanto ndo ocorreu
mortalidade, nos grupos 0,75; 0,50 e 0,25mL/kg. A dose letal (DL50%) calculada pelo método dos probitos foi de 0,80mL/kg.
Na avaliagdo macroscépica dos 6rgios os animais tratados com o OEMC ndo diferiram do controle. Conclusdo: O 6leo
essencial de Mentha crispa apresenta um elevado grau de toxicidade em camundongos albinos Swiss, com uma DL50 de 0,80
mL/kg.
Palayra Chave: Toxicidade aeuda, Oleo essencial, Mentha crispa, DLSO.
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