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O estudo propde o desenvolvimento e a avaliagao de formulagdes tdpicas a base de manteiga da semente do bacuri (P.
insignis Mart.) e do seu potencial cicatrizante em lesdes cutaneas induzidas pela infeccdo com Leishmania amazonensis
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em modelo experimental murino. Para isso, realizou-se a obtencéo tecnoldgica de 3 formulagdes tdpicas, veiculadas em
Pluronic® Lecithin Organogel (P.L.O.): uma contendo extrato hexanico das sementes do bacuri 5% (FBBU), outra
contendo manteiga de bacuri industrializada 5% (FBBI) e uma terceira formulagdo livre de manteiga (FLBB). Em
seguida, realizou-se a avaliagdo da estabilidade preliminar e acelerada, analisando-se parametros como: caracteristicas
organolépticas, determinagdo da espalhabilidade, resisténcia a centrifugacdo, pH e tamanho de goticula. Por fim, foi
avaliada a atividade antileishmania in vivo das formulacGes utilizando-se camundongos fémeas, da espécie Mus
musculus, linhagem BALBI/c, infectados na regido da base da cauda com promastigotas em fase estaciondria. As
formulagdes mostraram-se estaveis em todos 0s ensaios, havendo variacdo apenas na espalhabilidade (aumento) e na
viscosidade (reducdo) ap6s estresse. No tratamento do modelo experimental, o desenvolvimento clinico da doenca nos
animais deu-se conforme o descrito na literatura e pode-se observar reducdo significativa no didmetro das Ulceras dos
animais tratados com as formulagdes contendo a manteiga, comparadas a FLBB. Portanto, foi possivel o
desenvolvimento de uma formulacdo de uso topico, a partir das manteigas do bacuri, reprodutivel e com resultados de
estabilidade satisfatorios. As formulacdes apresentaram potencial antileishmania relevante comparados a FLBB,
indicando grande potencial da atividade da P. insignis Mart. para o tratamento da leishmaniose cutanea.
Palavras-chave: Emulgel; Leishmania; Tecnologia farmacéutica; Bacurizeiro.

Abstract

The study proposes the development and evaluation of topical formulations based on seeds butter from “bacuri” (P.
insignis Mart.) And their healing potential in skin lesions induced by infection with Leishmania amazonensis ina murine
experimental model. For this, the technological obtainment of 3 topical formulations, carried out in Pluronic® Lecithin
Organogel (PLO): one containing hexanic extract of 5% bacuri seeds (FBBU), another containing 5% industrialized
bacuri butter (FBBI) and a third butter-free formulation (FLBB). Then, the preliminary and accelerated stability
assessment was carried out, analyzing parameters such as: organoleptic characteristics, determination of spreadability,
resistance to centrifugation, pH and droplet size. Finally, the in vivo antileishmania activity of the formulations was
evaluated using female BALB/c mice infected at the base of the tail with promastigotes in stationary phase. The
formulations were shown to be stable in all tests, with variation only in spreadability (increase) and viscosity (reduction)
after stress. In the treatment of the experimental model, the clinical development of the disease in the animals occurred
as described in the literature and it was possible to observe a considerable reduction in the ulcer diameter of the animals
treated with the formulations containing butter, compared to the FLBB. Therefore, it was possible to develop a
formulation for topical use, from bacuri butters, reproducible and with satisfactory stability results. The formulations
showed relevant antileishmanial potential compared to FLBB, indicating great potential for P. insignis Mart. for the
treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Emulgel; Leishmania; Pharmaceutical technology; Bacurizeiro.

Resumen

El estudio propone el desarrollo y evaluacién de formulaciones tépicas a base de mantequilla de semilla de bacuri (P.
insignis Mart.) y su potencial cicatrizante en lesiones cutaneas inducidas por infeccion con Leishmania amazonensis en
un modelo experimental murino. Para ello, la obtencidn tecnoldgica de 3 formulaciones tépicas, realizadas en Pluronic®
Lecithin Organogel (PLO): una que contiene extracto hexanico de 5% de semillas de bacuri (FBBU), otra que contiene
5% de manteca de bacuri industrializada (FBBI) y una tercera mantequilla formulacién libre (FLBB). Luego, se llevé a
cabo la evaluacién preliminar y acelerada de estabilidad, analizando pardmetros como: caracteristicas organolépticas,
determinacion de esparcimiento, resistencia a la centrifugacion, pH y tamafio de gota. Finalmente, se evalu6 la actividad
antilishmania in vivo de las formulaciones utilizando ratones BALB/c hembra, infectados en la base de la cola con
promastigotes en fase estacionaria. Se demostrd que las formulaciones eran estables en todas las pruebas, con variacion
solo en la capacidad de esparcimiento (aumento) y viscosidad (reduccion) después de la tension. En el tratamiento del
modelo experimental, el desarrollo clinico de la enfermedad en los animales ocurrié como se describe en la literatura y
se pudo observar una reduccion considerable en el diametro de las Ulceras de los animales tratados con las formulaciones
que contienen mantequilla, en comparacién con el FLBB. Por lo tanto, fue posible desarrollar una formulacion para uso
tépico, a partir de mantecas de bacuri, reproducible y con resultados de estabilidad satisfactorios. Las formulaciones
mostraron un potencial anti-leishmania relevante en comparacion con FLBB, lo que indica un gran potencial para P.
insignis Mart. para el tratamiento de la leishmaniasis cuténea.

Palabras clave: Emulgel; Leishmania; Tecnologia farmacéutica; Bacurizeiro.

1. Introducao

As leishmanioses sdo antropozoonoses, infecto-parasitérias, ndo contagiosas, causadas por varias espécies de
protozoarios intracelulares do género Leishmania. Sua transmisséo € vetorial com ciclo heteroxénico, no qual o homem pode ser

envolvido secundariamente, de modo acidental (Vasconcelos, Gomes, Sousa, Teixeira & Lima, 2018; Brasil, 2017).
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A Leishmaniose Tegumentar € um problema de satde publica em 85 paises, tendo um registo de 0,7 a 1,3 milhdo de
casos novos ao ano. Por ter um alto indice de deteccdo e a capacidade de produzir graves deformidades, € considerada pela
Organizagdo Mundial da Salide como uma das seis mais importantes doencas infecciosas (Brasil, 2017).

No Mundo, o tratamento de escolha envolve os compostos antimoniais, estando disponivel no Brasil apenas o
Antimoniato de N-metil glucamina. A anfotericina B é considerada droga de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose
tegumentar americana, usada em caso de intolerancia, contra-indica¢fes e resisténcia ao uso de antimoniais (Neves, 2011).
Todavia, os farmacos utilizados possuem elevada toxicidade, a partir do seu limiar toxico facilmente atingido, e requerem
administracdo parenteral (Brasil, 2017). Dessa forma, faz-se necessaria a pesquisa por novas alternativas terapéuticas, visando a
reducdo dos efeitos colaterais, da toxicidade e dos custos dos medicamentos ja existentes.

Diante do exposto, inlmeras espécies apresentam compostos bioativos que isolados podem fornecer elementos
essenciais e alternativos aos tratamentos convencionais. Dentre elas, destaca-se a Platonia insignis Mart. (familia Clusiaceae),
popularmente conhecida no Brasil como bacurizeiro. A espécie apresenta um fruto com polpa rica em propriedades antioxidantes
e uma semente rica em acidos graxos (Lustosa et al., 2018). A composicdo graxa da manteiga industrializada das sementes do
bacuri (BBI) Ihe permite alta absorcao, sobretudo devido ao seu elevado nivel de tripalmitina (50 a 55%), capaz de agir como
conduinte, penetrando na pele rapidamente. O alto valor do acido graxo palmitoléico (5%), também, a qualifica como um
excelente emoliente e umectante (Morais, 2012; Costa Junior, 2011a).

Tais propriedades favorecem a elaboracdo de formulacdes de uso tépico a partir da MSB. Estudos como o de Costa
Junior et al. (2013) ja demonstraram excelentes resultados de uma benzofenona poliprenilada, Garcinieliptona FC, isolada das
sementes de P. insignis, sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis, resultando em dados melhores ou superiores
que a anfotericina B. Também, ha evidéncias do efeito antileishmania da BBI contra formas amastigotas de L. amazonensis
internalizadas em macrofagos (Lustosa et al., 2018).

Além das evidéncias cientificas dos efeitos Antileismania de compostos presentes na semente da planta, Souza et al.
(2017) identificou efeito antileishmania do extrato etanolico, da fragdo hexanica e de um constituinte isolado da casca do caule
de P. insignis, denominado Lupeol, contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. De acordo com o estudo, a
inibicdo do crescimento de formas amastigotas ocorreu em concentragdes menores que a CCsp para os trés compostos testados,
sendo, um dos mecanismos identificados, a ativagdo de macrofagos.

A BBI tem sido muito utilizada para o desenvolvimento de formulages, sobretudo de uso tdpico, visando o estudo
antileishmania. Além da avaliagdo do potencial antileishmania da BBI, também tem se avaliado o potencial da formula¢do como
carreador de farmacos, como a anfotericina B e, até mesmo, a observacdo de um possivel mecanismo sinérgico da manteiga,
utilizada como carreadora, com o farmaco para avalia¢do antileishmania (Coelho et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho prop&e o desenvolvimento e avaliacdo de formulag@es tdpicas & base de manteiga
da semente do bacuri (P. insignis Mart) e a avaliagcdo do seu potencial cicatrizante em lesdes cutaneas induzidas pela infeccéo

com L. amazonensis em modelo experimental murino.

2. Materiais e Métodos
2.1 Identificagdo boténica e obtencédo das manteigas de Platonia insignis Mart.

As sementes foram obtidas de espécimes localizados em Barras, Piaui- Brasil (latitude -04° 14” 40** e longitude -42° 4
0’ 70°*) em margo de 2009, e a exsicata foi depositada no Herbario Graziella Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI)
sob n® ICN TEPB 27164. As sementes foram secas a temperatura de 55 °C e moidas. Oitocentos e quarenta e oito gramas (848

g) do p6 seco foram extraidos com hexano em Soxhlet por 8 h. O extrato foi concentrado a vacuo em rotaevaporador com
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rendimento total de 63%. O extrato hexanico foi armazenada a 8 °C e houve a formacao de duas fases, utilizando-se a fase menos
densa, sendo denominada BBU (Fracdo do Extrato Hexanico das Sementes do Bacuri).

Uma outra manteiga, denominada BBI (manteiga industrializada das sementes do bacuri), foi gentilmente cedida pela
empresa Amazon Oil IndUstria e Comércio Ltda, intitulada Manteiga Virgem de Semente de Bacuri/ Bacuri Butter, lote MBA-
006/10; data de fabricacdo 16/08/2010 e data de validade 24 meses.

2.2 Obtencao tecnoldgica e avaliacdo da estabilidade preliminar e acelerada de formulacgdes topicas (FBBI e FBBU)
2.2.1 Obtencéo das formulagoes topicas

Foram obtidas 03 (trés) formulacbes baseadas em Pluronic® Lecithin Organogel (P.L.O.), descritas da seguinte forma:
uma contendo extrato hexanico das sementes do bacuri a 5% (FBBU), outra contendo manteiga de bacuri industrializada a 5%
(FBBI) e uma formulacéo livre de manteiga de bacuri (FLBB). A composic¢do qualiquantitativa das formulacGes esta descrita na
Tabela 1. As formulagdes foram submetidas a ensaios de caracterizagéo ap06s 48 (quarenta e oito) horas de sua preparagdo, antes
do inicio dos ensaios, seguindo metodologia descrita por Moraes e Rezende (2004).

A obtencdo foi realizada a frio, com disperséo do polimero (polaxamer 407 preparado a 20%) Q. S. P. 100% e conservante
em agua purificada (fase aquosa) e posterior refrigeracdo por 24 horas para aumentar a taxa de solubilizacdo (Bentley, Marchetti,
Ricardo, Ali-Abi & Collett, 1999). A solucdo de lecitina (fase oleosa) foi obtida pela mistura de (1:1) de lecitina granulada e
palmitato de isopropila (totalizando 22% da solu¢do na formulacdo), sendo mantida por 24 horas em repouso para facilitar a
solubilizacdo da lecitina. As manteigas de bacuri a 5% foram previamente fundidas em banho a 37 °C, sob agitacéo constante, e
homogeneizadas a solucédo de lecitina. A fase aquosa foi vertida na fase oleosa e a formulacdo foi mantida sob agitacéo constante

por 30 minutos em agitador mecénico tipo ultra turrax a 8.000 rpm.

Tabela 1. Composicdo centesimal das formulagdes topicas de manteiga de bacuri UFPI e Industrializada.

Componentes Formulas
FBBI* FBBU** FLBB***
Lecitina granulada 11,11% 11,11% 11,11%
Palmitato de isopropila 11,11% 11,11% 11,11%
Acido Sorbico 1,01% 1,01% 1,01%
Polaxamer 407 (20%o) 14,60% 14,60% 14,60%
Fracdo do extrato hex@anico das - 5,00% -

sementes do bacuri (BBU)

Manteiga industrializada das sementes

do Bacuri (BBI) 5,00% - -
Sorbato de Potéssio 0,2% 0,2% 0,2%
Agua destilada Q.S.P 100% Q.S.P 100% Q.S.P 100%

Legenda: *FBBI — formulagdo contendo manteiga de bacuri industrializada; **FBBU —formulacdo contendo
manteiga de bacuri UFPI e ***FLBB — formulag&o livre de manteiga de bacuri.
Fonte: Autores.
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2.2.2 Andlise das Caracteristicas Organolépticas

As caracteristicas organolépticas (Aspectos como: Cor, odor, homogeneidade, precipitacdo, sedimentacdo e outras
mudancgas perceptiveis) foram avaliadas visualmente durante todo o processo de preparo e ap0s 24h, a fim de identificar possiveis
sinais de instabilidade (Brasil, 2004; Aulton, 2005; Coelho et al., 2018).

2.2.3 Resisténcia a Centrifugacao
As formulagdes foram centrifugadas durante 30 minutos a 3000 rpm em centrifuga Excelsas Baby 1I, Fanem 206 e no

final foi observado a ocorréncia ou ndo de separacédo de fases (Brasil, 2004; Coelho et al., 2018).

2.2.4 Avaliagdo da Estabilidade Preliminar e Acelerada das formulagdes

Para avaliacdo da estabilidade preliminar, as formulagdes foram submetidas a condi¢Ges extremas de temperatura (ciclos
de 24h a 45 + 2°C e 24h a - 5 £ 2°C). Os parametros analisados foram: caracteristicas organolépticas, determinagdo da
espalhabilidade, resisténcia a centrifugacdo, pH e tamanho de goticula. Os testes foram realizados apds a manipulacéo e ap6s o
ciclo gelo-degelo, em triplicata (Coelho et al., 2018).

Quanto ao teste de estabilidade acelerada, foi realizado por 90 dias, divididos em 0, 15, 30, 60 e 90 dias (To, T1s, T30, Teo
e Tog). As amostras foram submetidas ao aquecimento em estufa (45 °C + 5 °C) (acondicionadas em frascos plasticos opacos,
com paredes lisas e com tampa), expostas a radiacdo luminosa e a temperatura ambiente (acondicionadas em embalagem de

vidro transparente com paredes lisas e com tampa), analisando-se 0s mesmos parametros da estabilidade preliminar, em triplicata.

2.2.4.1 Caracteristicas Organolépticas

As formulag6es foram observadas quanto a cor, odor, homogeneidade, precipitacdo, sedimentacdo e outras mudancas
perceptiveis com o passar do tempo (Ferreira, 2000; Coelho et al., 2018). Além desses critérios verificou-se quaisquer sinais que
poderiam estar diferentes das formulaces iniciais analisadas. Essas caracteristicas foram observadas ap0s preparagao e estresse

térmico, e no decorrer do estudo de estabilidade acelerada (Brasil, 2004).

2.2.4.2 Determinacéo do pH
O pH foi determinado através de potencidmetro previamente calibrado com soluges tampéo de acetato pH 4,0 e
tampao fosfato pH 7,0 (Coelho et al., 2018). Para isso, preparou-se uma solu¢do aquosa a 10% (p/v) e mediu-se o pH das

amostras em triplicata, correspondendo o resultado a média das trés determinacdes.

2.2.4.3 Espalhabilidade

A determinacéo da espalhabilidade foi realizada em triplicata, de acordo com metodologia previamente descrita na
literatura por Knorst (1991). No equipamento utilizado, uma placa molde circular, de vidro (diametro = 20 cm; espessura = 0,2
cm), com orificio central de 1,2 cm de didmetro, foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada
sobre uma escala milimetrada (Figura 1). A amostra foi introduzida no orificio da placa molde e a superficie foi nivelada com
espéatula. A placa molde foi cuidadosamente retirada e sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Apos
um minuto, foi realizada a leitura dos didmetros atingidos pela amostra, em duas posi¢des opostas, com auxilio da escala do
papel milimetrado. Posteriormente, foi calculado o didmetro médio. Este procedimento foi repetido acrescentando-se

sucessivamente outras placas, em intervalos de um minuto.
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Os resultados foram expressos em espalhabilidade (mm?) da amostra em fungéo do peso aplicado (gramas), de acordo
com a equagdo abaixo, sendo que eles correspondem a média de trés determinacdes (Brasil, 2004). Utilizou-se para o teste 10
placas, as quais variavam o peso entre 79,89 g e 309,73 g e foram aplicadas de forma decrescente perfazendo um total de 1676,5
g quando todas se apresentavam sobrepostas. A metodologia foi citada por Borghetti e Knorst (2006).

Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra

E| = dZ.TC / 4 mmm)  paraum determinado peso i (mm2);

d = didmetro médio (mm);

n=3,14.

Figura 1. Aparato para teste de espalhabilidade. Farméacia escola UFPI.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.4.4 Viscosidade aparente
As viscosidades aparente e relativa foram determinadas, em triplicata, com o auxilio de Viscosimetro Rotacional do tipo
Brookfiel da marca Rheology Internacional, usando o “spindles 7 em quatro velocidades (6, 12, 30 e 60 rpm) 0 que permite

medir eletronicamente a forca de torcéo ja convertida em viscosidade (Coelho et al., 2018).

2.2.4.5 Determinacao do tamanho de goticula

A determinacao do tamanho de goticula foi realizada pela técnica de microscopia Optica, através da afericdo de 100 (cem)
goticulals por 1dmina, em ocular micrométrica, em triplicata. Para tanto, as formulacdes topicas foram dispensadas em solucdo
de propilenoglicol e 4gua (1:1), na proporcdo de uma parte de amostra para 10 partes da solucdo. A Iamina foi preparada e
observada em microscépio éptico Olympus CX 40 com objetivas de 10, 40 ou 100 vezes e uma ocular 10 de aumento (Carvalho,
2007; Zanotti, 2017).
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2.3 Avaliacéo da atividade antileishmania in vivo usando FBBI e FBBU
2.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da espécie Mus musculus, linhagem BALB/c, com idade de 2 a 4 meses e peso
entre 20 e 25 gramas, provenientes do Biotério Central da UFPI e mantidos no Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais NPPM - UFPI, sob condi¢des de controle de temperatura a 25 £ 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas com
agua e racdo ad libitum.

Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio com animais
da UFPI (CEEA/UFPI 076/2010). A eutanasia dos animais foi realizada em conformidade ao Paragrafo Unico do Artigo 2° da
resolucdo N° 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV.

2.3.2 Manutencéo das cepas de Leishmania amazonensis

Utilizou-se parasitos da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis, cepa IFLA/BR/67/PH-8, mantidas no
NPPM/UFPI por sucessivas passagens em camundongos BALB/c e replicadas em frascos de cultivo celular com meio de cultura
de Schneider’s (Sigma, Chemical Co, St Louis, USA), contendo 10% de soro fetal bovino — SFB (Sigma) inativado, 10.000
Ul/mL de penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina, mantidas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD)a 26 + 1 °C
(Souza et al., 2017; Coelho et al., 2018).

2.3.3 Obtenc¢do das massas de leishmania e infecgdo dos animais

Foram distribuidos 50 mL de meio de Schneider’s (Sigma, Chemical Co, St Louis, USA) em frascos de cultivo celular,
realizando-se incubacdo em estufa B.O.D. a 26 £ 1 °C por 7 dias (Coelho et al., 2018). Ap6s constatada a viabilidade e auséncia
de contaminantes, foram separadas as promastigotas por centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sedimento obtido
foi ressuspendido em solugdo salina fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) e centrifugado nas mesmas condic@es. O processo foi repetido
por trés vezes. Por fim, a massa final foi ressuspendida em 1 mL de NaCl 0,9%, contadas em camara de Neubauer e ajustada
para a concentracao desejada.

Em seguida, os animais foram tricotomizados na regido da base da cauda e inoculados pela via subcutanea com 1 x 108

promastigotas infectantes em fase estaciondria, ajustados a um volume de 50 uL de inoculo.

2.3.4 Tratamento e avaliacdo da eficécia

Os animais foram divididos em trés grupos (n = 6) de acordo com o tipo de tratamento que comegou ho momento do
surgimento das lesdes. Os nédulos ou lesbes ulcerativas foram tratadas duas vezes ao dia, durante quarenta e sete dias, com 50
uL da formulacéo topica em cada aplicacéo indicada para cada grupo, utilizando-se um multipipetador automatico.

Para avaliacdo da eficécia, quanto ao aspecto clinico, os animais foram acompanhados antes, durante e apds o tratamento
através da observacéo didria das lesdes, ou seja: presenca de nddulo, de Ulcera, infeccdo secundéria, surgimento de metéstases e
cicatrizacdo. Também, realizou-se 0 acompanhamento quantitativo pela mensuragdo semanal do didmetro da lesdo com um

paquimetro. Como parametro, foi tomado o didmetro, entre as bordas, do eixo perpendicular & linha dorsal do animal.

2.3.5 Anélise estatistica dos resultados
Realizou-se a andlise estatistica dos resultados utilizando o programa gréfico Prism 5.0. Os resultados foram apresentados
como a média * desvio padrdo da média para cada grupo de experimento. Os dados estatisticos foram submetidos a andlise de

variancia (ANOVA), seguido pelo teste de multipla comparagdo utilizando-se 0 método Tukey’s, quando apropriado. Na
7
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avaliacdo da atividade antileishmania in vivo, para concentracdo multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de

variancia One way seguido pelo teste de Bonferroni. A analise de significancia foi considerada quando o p < 0,05.

3. Resultados e Discussao
3.1 Obtencao tecnoldgica e avaliacdo da estabilidade preliminar e acelerada de formulacdes topicas (FBBI e FBBU)
3.1.1 Obtengéao tecnolégica das formulages topicas

A obtencdo de formulac@es topicas eficazes depende diretamente das tecnologias empregadas no processo de producéo.
Assim, a homogeneizacéo por alto cisalhnamento empregada do desenvolvimento das formulages tépicas contendo manteiga da
semente de bacuri é adequada para a producao de sistemas emulsionadas estaveis, visto que quanto maior o incremento de energia
a estes sistemas, menor o diametro médio das gotas produzidas e menor é a sua tendéncia a separagdo de fases (Coutinho et al,
2018).

Além disso, a selecdo do veiculo da formulagcdo tem um papel de primordial importancia na manutencdo das
caracteristicas organolépticas, na estabilidade, na liberacdo da substancia ativa e disponibilidade no local de aplicacdo. Para que
um farmaco alcance o seu sitio de acao algumas propriedades precisam ser avaliadas: a interacdo entre farmaco/pele e a interacdo
entre o veiculo/pele. Quando o objetivo é a penetracdo deste farmaco na pele é fundamental levar em conta a interacdo
veiculo/pele, visto que o veiculo pode modificar o estado de permeabilidade da pele permitindo a penetracdo do ativo em
quantidade e velocidade adequadas ao tratamento que esta sendo executado (Gobbato, 2019; De Souza, Pinto, Kerppers & Paula,
2016).

3.1.2 Caracteristicas organolépticas
Segundo Brasil, 2008, a analise das caracteristicas organolépticas permite analisar, de imediato, o estado da amostra em
estudo com o objetivo de verificar alteracbes como mudanca de coloragdo, odor, separacgdo de fases, precipitacdo, dentre outras.
Na triagem inicial, as formula¢es ndo apresentaram indicio de instabilidade e a manteiga de bacuri foi compativel com
o veiculo utilizado em FBBI e FBBU (Conforme a Tabela 2). Também, apresentaram aspecto brilhoso e cremoso, coloragdo
amarelada, odor caracteristico e permaneceram desta forma ap6s o ensaio. A manipulacéo foi realizada em escala de bancada e

os lotes mostraram-se reprodutiveis.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13665

Research, Society and Development, v. 10, n. 4, 52310413665, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13665

Tabela 2. Comparacéo entre a FLBB e as formulacdes contendo FBBU e FBBI nos tempos TO (inicial) e TC (ciclo), do teste de
estabilidade preliminar.

FORMULACOES
PARAMETRO FLBB FBBU FBBI

TO TC TO TC TO TC

COR AM AM AM AM AM AM

ODOR EC EC EC EC EC EC

HOMOGENEIDADE EC EC EC EC EC EC

BRILHO EC EC EC EC EC EC

pH 5,36 5,56 5,26 5,38 5,36 5,28
+ 0,04 +0,03 +0,10 +0,02 +0,04 +0,04

ESPALHABILIDADEEi  1586,66 1500 1613,33 2333,66  1736,33  2521,66
(mm?) +46,18 +171,87 + 23,09 +15323 +6372 +13475
VISCOSIDADE 19,40 19,40 19,40 10,85 19,41 10,30
APARENTE (Pa.s) +0,00 +0,04 +0,02 +1,63 +0,05 +0,09

Legenda: AM: amarelo; EC: em conformidade; TO: tempo inicial; TC: tempo final ciclo; FBBU: formulagdo contendo extrato
hexanico das sementes do bacuri; FBBI: formula¢do contendo manteiga do bacuri industrializada; FLBB: formulacéo livre de
manteiga de bacuri.

Fonte: Autores.

3.1.3 Resisténcia a Centrifugacéo

A forca da gravidade atua sobre os produtos fazendo com que as particulas se movam no seu interior. A centrifugacao
promove estresse na amostra, simulando aumento na forca da gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando
possiveis sinais de instabilidade (Brasil, 2011; Da Silva Schorro et al., 2020). A ocorréncia de instabilidade, apds o teste, €
indicativa da necessidade de reformulacdo. As formulacdes que se apresentarem estaveis a esse teste, podem ser submetidas ao
Teste de Estabilidade Preliminar (Isaac et al., 2008).

Como ¢ observado na Tabela 2, as formulagbes se mantiveram estaveis & centrifugacdo sem qualquer indicio de
instabilidade de natureza fisica no tempo final do ciclo (TC).

3.1.4 Estabilidade preliminar e acelerada das formulagdes

Esse estudo auxilia na escolha das formulag@es por ser um teste realizado na fase inicial do desenvolvimento do produto
e ter duragdo reduzida. Emprega condicfes extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reagdes entre seus
componentes sugerindo reformulacdo. J& o estudo de estabilidade acelerado tem como objetivo prever o tempo de vida til e
compatibilidade da formulagdo com o material de acondicionamento (Brasil, 2004).

Para realizacdo da estabilidade acelerada as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro neutro, transparente com
tampa, com boa vedacdo, preenchidos até dois tercos da sua capacidade (head space). As amostras foram submetidas ao
aquecimento em estufa, exposicdo a radiacdo luminosa e temperatura ambiente sem a presenca de luminosidade direta.
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3.1.4.1 Caracteristicas Organolépticas

As formulagBes foram submetidas a estudos de estabilidade preliminar e acelerada e durante estes ensaios, as
caracteristicas organolépticas foram avaliadas. A observacdo dessas caracteristicas visou detectar alteracGes que possam afetar
a preparagdo final (Preto, 2016). A Tabela 3 identifica que ndo houve grandes mudancas em relacdo as caracteristicas

organolépticas como cor amarelada, brilho, aspecto cremoso e odor.

3.1.4.2 Determinagéo do pH:

Variagdes grandes de pH sdo um indicativo de instabilidade da formulacéo, considerando que ele é um parametro quimico
e pode indicar falta de estabilidade entre os ingredientes das formula¢es, comprometimento da eficacia e seguranca do produto
(Brasil, 2004).

O pH da pele humana apresenta-se levemente acido podendo variar de 4,6 a 5,8 (Leonardi, Gaspar & Campos, 2002;
Goncalves & Campos, 2009). A pele é susceptivel a variacdo de pH, sendo de extrema importancia a sua determinacdo em
formulacgdes cosméticas ou dermatologicas visto que alteragcdes na composicao destas formulacdes pode desencadear processos
alérgicos ou inflamatorios podendo provocar descamacdo, vermelhiddo, inchaco, perda da elasticidade, ressecamento, dentre
outros. Apesar da manteiga de bacuri da UFP1 (BBU) apresentar um grande conteddo lipidico ndo houve interferéncia, visto que
o pH das formulacdes foi compativel com a pele humana e ndo ocorreram alteracGes significativas neste parametro apo6s o ciclo,
como mostra a Tabela 3.

10
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Tabela 3. Avaliacdo das formulacdes FLBB, FBBU e FBBI nos tempos Ty (inicial) e Teo.

FORMULACAO
PARAMETROS To FORMULAGCOES FLBB Teo FBBU Teo FBBI Teo
FLBB BBU BBI Teo E Teo SL Teo L Teo E Teo SL Teo L Teo E Teo SL Teo L
COR AM AM AM AM AM AM AM AM AM AM AM AM
ODOR EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC
HOMOGENEIDADE EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC
BRILHO EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC EC
5,36 + 526+ 536+ 503+ 509+ 501+ 492+ 498+ 485+ 494+ 498+ 500+
PH 0,04 0,10 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,02 0,02
2377,33
ESPALHABILIDE 1586,66 1613,33 1736,33 1474,33 1496,66 1497,00 2290,33 2418,66 2289,33 2317,66 2432,66 N
+46,18 +23,09 +63,72 +7093 £2020 +39,68 127,00 +87,00 +4250 9,23 +2540 196.18
VISCOSIDADE 19,4 + 194+ 19,39 + 1939+ 1942+ 19,39+ 1949+ 19,44 1935 1939 19,58+ 19,54+
APARENTE 0,00 0,02 0,05 0,02 0,03 0,04 0,08 +0,03  #0,01  #0,01 0,015 0,02

Legenda: AM: Amarelo; EC: Em conformidade; To: Tempo inicial; E: Estufa; L: Presenca de luz; SL: Auséncia de luz; FLBB: Formulacéo livre de manteiga; FBBU: Formulagéo contendo
Extrato Hexanico das sementes do bacuri; FBBI: Formulagdo contendo manteiga de bacuri industrializada. p < 0,05. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.

SituagBes de estresse: estufa, sem presenca de luz direta e com a presenca de luz direta, do teste de estabilidade acelerada.

Fonte: Autores.
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3.1.4.3 Espalhabilidade

Os testes de avaliacdo da espalhabilidade e viscosidade possuem o objetivo de investigar potenciais alteracfes nas
caracteristicas reoldgicas da formulacéo durante o estudo. Nas formas farmacéuticas semissélidas, € importante para acompanhar
as modificacGes na capacidade que a formulagdo tem de se espalhar ou abranger determinada area, o que pode facilitar ou
dificultar a sua aplicagdo (Bugnotto et al., 2006).

O PLO é um organogel que apresenta como caracteristica a termorreversibilidade. Quando séo aquecidos acima de uma
temperatura critica perde a sua estrutura tornando-se mais fluido. Esse comportamento vem sendo atribuido a perda de interagao
entre as moléculas do gel que ao ser arrefecido a temperatura ambiente tem suas interacdes refeitas, devolvendo a consisténcia
original (Murdan, 2005).

Conforme apresentado na Tabela 2, no tempo 0 (T0) ndo houve diferenca significativa entre a FLBB e as formulacGes
FBBU e FBBI, visto que ndo foram submetidas a stress. No entanto, ao comparar T0 ao TC nas formulagdes contendo a manteiga,
sdo evidenciadas modificacOes, indicando aumento da espalhabilidade, podendo ser devido a caracteristica de
termorreversibilidade do veiculo. Ao comparar TO ao TC, no teste de estabilidade preliminar, a representacdo grafica da
espalhabilidade em funcdo da massa aplicada (Figura 2), revelou alteracéo da espalhabilidade de FBBU e FBBI, pode-se inferir
que as formulagdes sofreram alteracdo na sua estrutura, podendo ter ocorrido pela perda de agua ou pela temperatura a que foi
submetida formulagdo (Friedrich et al., 2007).

Na Figura 3, referente a avaliacdo da espalhabilidade no teste de estabilidade acelerada, observou-se comportamento
semelhante entre as formulacGes contendo a manteiga e a FLBB no Ty, sugerindo que se trata de uma formulacéo estavel. No
entanto, apods estresse, houve alteracdo em relacdo ao grau de espalhabilidade, de FBBI e FBBU, que pode ter acontecido pela

perda de 4gua ou pela temperatura a que foi submetida formulacdo (Friedrich et al., 2007).

Figura 2. Grafico comparativo da espalhabilidade em funcdo do peso da placa nas diferentes situagdes de estresse, entre a FLBB,
as formulagfes FBBU e FBBI nos tempos TO e o TC, no teste de estabilidade preliminar.
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Fonte: Autores.
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Figura 3. Grafico comparativo da espalhabilidade em funcdo do peso da placa nas diferentes situacfes de estresse, entre a FLBB,
as formulagdes FBBU e FBBI nos tempos TO e T60, no teste de estabilidade acelerada.
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Fonte: Autores.

3.1.4.4 Viscosidade aparente

A viscosidade ¢ a resisténcia que o produto oferece a deformacéo ou ao fluxo e depende das caracteristicas fisico-quimicas
e das condi¢des de temperatura do material (Da Silva Schorro et al., 2020). Pode ser determinada por viscosimetro rotativo que
consiste, basicamente, na medi¢do do requerido para rodar um fuso imerso em um fluido (Brasil, 2008).

A reologia da emulsdo é uma manifestacdo direta da interacdo das forcas que ocorrem no sistema. As instabilidades
provenientes da variagdo no tamanho, no nimero de particulas e na orientagdo ou migracdo do emulsionante durante um periodo
de tempo podem ser detectadas por meio de alteracdes na viscosidade aparente do produto (Logaraj, Bhattacharya, Sankar &
Venkateswaran, 2008; Mostefa, Sadok, Sabri & Hadji, 2006; Neto, 2017). A avaliacdo do comportamento reolégico em funcéo
da temperatura é fundamental para obter informacdes da estabilidade fisica e consisténcia do produto.

As Figuras 4 e 5 mostram que as amostras em estudo, nos tempos TO e T60, apresentam comportamento tipico de fluidos
ndo — newtonianos possivelmente pseudoplasticos, visto que a viscosidade diminuiu com o aumento da tensdo de cisalhamento
aplicada e ndo existe relacéo linear entre 0 aumento do cisalhamento e a forca aplicada sobre o fluido (Neto, 2017).

Assim, os ensaios evidenciam que as formulagdes poderdo possuir maior espalhabilidade sobre a pele, ou seja, ao ser
aplicada ela consegue se espalhar com facilidade, devido a reducdo da viscosidade ao se aplicar uma certa forga, e a0 mesmo
tempo possui a propriedade de permanecer no local da aplicacdo sem escorrer (Carvalho et al., 2010; Siddig, Radiman, Jan &
Muniandy, 2006).

Na Figura 4, foi possivel observar que todas as amostras analisadas em TO apresentaram comportamento semelhante. A
FLBB, relativa ao TC, comportou-se da mesma forma que todas as formulag@es no TO. No entanto, as formulagdes que contém
BBU e BBI tiveram alteracdes sugerindo que BBU e BBI influenciam sobremaneira as caracteristicas da formulagéo topica. A
Tabela 2 corrobora com esta afirmativa ao comparar-se o valor relativo da viscosidade, observando uma redugéo na viscosidade.

De acordo com a Figura 5, todas as amostras, nas situa¢fes analisadas, apresentaram comportamento semelhante, tanto
em TO como em T60, ou seja, comparando-se & FLBB, as formulages com BBU e BBI apresentaram-se estaveis no que diz

respeito a viscosidade que ndo teve alteragfes significativas mesmo ap6s 60 dias e presenca da luz, ou seja, as amostras

mantiveram seu comportamento, com fortes indicativos de comportamento pseudoplastico.
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Figura 4. Gréafico comparativo da viscosidade das diferentes situacfes de estresse, entre a FLBB, FBBU e FBBI nos tempos TO
e TC, no teste de estabilidade preliminar.
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Figura 5. Grafico comparativo da viscosidade das diferentes situacoes de estresse, entre a FLBB, FBBU e FBBI nos tempos TO

e T60, no teste de estabilidade acelerada.
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Fonte: Autores.

Este tipo de comportamento ¢ desejado em formulages farmacéuticas. E necessario ter uma viscosidade aparente elevada
a baixas tensdes de cisalhamento para impedir a mobilidade da fase dispersa, sendo importante que apresentem fluxo livre quando
agitados, apresentando baixa viscosidade frente a altas tensdes de cisalhamento, sendo essas alteragdes reversiveis apds certo

tempo de repouso, retardando a coalescéncia ou a cremacéo (Aulton, 2005).

14


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13665

Research, Society and Development, v. 10, n. 4, 52310413665, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13665

3.1.4.5 Determinacéo do tamanho de goticula

A estabilidade macroscdpica ndao implica numa perfeita formagdo e distribuicdo no tamanho das goticulas da fase interna
de uma emulsdo. As formulagdes podem apresentar a nivel microscépico alterag@es e irregularidades que ao longo da sua
producdo podem causar desestabilizagdo da preparacdo. Assim, as caracteristicas organolépticas podem ser apreciadas, com mais
rigor, ao microscépio, permitindo a determinacédo do tamanho das goticulas dispersas.

A andlise microscdpica das formulagdes nos diferentes tempos, ou dias de armazenamento, To, Tis, Tao, Teo € Too € UM
importante aliado na determinag&o da estabilidade das mesmas, logo um método preciso para a determinagdo da estabilidade é
avaliar o tamanho dos glébulos em funcéo do tempo (Prista, Baia & Vilar, 1995; Prista, Alves & Morgado, 2003).

As Figuras de 6 a 9 indicam que ao comparar e analisar microscopicamente as formulacdes, observou-se um aumento no
diametro das particulas no final do Teo (60 dias). Entretanto, a alteracdo do tamanho de goticula ndo foi suficiente para ocorrer
separacdo de fase e comprometer a qualidade da formulacéo.

As formulagdes podem ser classificadas como sistemas emulsionados pelo tamanho médio de goticulas, visto que estdo na escala
micromeétrica (Pavoni et al., 2020).

Figura 6. Microfotografia da FBBI no T na lente com ocular micrométrica com aumento de 100x.
y -

Fonte: Autores.

Figura 7. Microfotografia da FBBU no Ty na lente com ocular micrométrica com aumento de 100x.

Fonte: Autores.
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Figura 8: Microfotografia da FBBI no Tgo na presenca de luz na lente com ocular micrométrica com aumento de 100x.

Fonte: Autores.

Figura 9: Microfotografia da FBBU no Teo na presenca de luz na lente com ocular micrométrica com aumento de 100x.

Fonte: Autores.

3.2 Avaliacéo da atividade antileishmania in vivo usando as formulacdes FBBI e FBBU

O inicio do tratamento dos animais ocorreu aproximadamente 30 dias ap6s a infecgdo, no momento do surgimento dos
nédulos. Foi realizada a medida inicial dos nédulos mantendo uma média de 6,82 mm. O desenvolvimento de lesBes causadas
pela infeccdo experimental com L. amazonensis em camundongos BALB/c deu-se conforme descrito na literatura (Carvalho,
2001).

Foi observada a formagdo, inicial, de nédulos (Figura 10A), evoluindo para Ulcera com uma espessa crosta capaz de
fechar por completo toda a abertura da ferida (Figura 10B), dificultando a aplicacdo das formulagdes e favorecendo o
desenvolvimento de processo infeccioso secundario. Quando este quadro se instala, observa-se facilmente a presenga de material
de consisténcia purulenta que flui facilmente, sob leve pressdo, através das bordas da ferida (Figura 10C). Uma vez retirada a
crosta da ferida e feita a devida assepsia, pode-se visualizar com clareza a extensdo de toda a lesdo (Figura 10D).

Quando submetidos ao tratamento todos os grupos evoluiram de nédulos para Ulceras. As lesdes ulcerativas ndo
regrediram ao ponto de cicatrizar completamente, mas se comparadas as lesdes do grupo que usou a FLBB tiveram uma redugéo
significativa como mostra a Figura 11. Baseado em dados da literatura, em que varios autores relatam suas experiéncias com uso
tépico de formulagdes para tratamento de lesfes em camundongos causadas pela infeccdo com L. amazonensis, verificou-se a
importancia e a influéncia que a escolha da formulacdo pode representar nos resultados terapéuticos. A permeacao da formulacéo
e consequente permeacdo do principio ativo sdo fundamentais na eficcia do tratamento.

Como ja descrito anteriormente, é caracteristica clinica da lesdo ulcerada na leishmaniose cutanea em camundongos, a
formag&o de uma espessa crosta que recobre toda a superficie da Ulcera, dificultando, dessa forma, ndo somente a aplicacdo da

formulagdo topica terapéutica, como também a absorgdo das manteigas BBU e BBI. Dessa forma, a remocdo da crosta e
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consequente limpeza da ferida favorece o processo de cura. Procedeu-se a remocgao de todas as crostas para facilitar a absorcéo
(Carvalho, 2001).

Esses resultados corroboram com estudos anteriores, como o de Costa Junior (2011a) e Lustosa et al. (2020), no qual foi
demonstrado que a manteiga, por si s, tem um efeito cicatrizante e anti-inflamatorio, respectivamente. Somado a isso, pela
atividade demonstrada nas formas amastigotas (Lustosa et al., 2018), tem-se, de fato, um indicativo de atividade antileishmania
da manteiga.

Figura 10. A - Formagéo do nodulo; B- Ulcera com crosta capaz de fechar toda a abertura da ferida; C —Ulcera com material de

consisténcia purulenta; D- Extenséo total da Ulcera apds assepsia.

Fonte: Autores.
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Figura 11. Gréfico da relagdo entre o tamanho das Ulceras e os dias de tratamento das formulacdes FLBB; BBI e BBU.
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Fonte: Autores.

Outro parametro observado foi a relacdo entre o ganho de peso dos animais durante os dias de tratamento. A Figura 12

mostra que houve ganho sugerindo que ndo houve maior comprometimento das func¢des vitais dos animais.

Figura 12. Gréfico da relacdo entre o ganho peso dos animais e dos dias de tratamento das formula¢des FLBB, FBBI e FBBU.
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Fonte: Autores.

4. Concluséo

Foi possivel o desenvolvimento de uma formulacdo de uso tdpico, a partir das manteigas do bacuri, de forma
reprodutivel e com 6timos resultados de estabilidade fisico-quimica. As formulacBes apresentaram efeito terapéutico

significativo comparadas a FLBB, indicando grande potencial da Platonia insignis Mart. para o tratamento da leishmaniose
cutanea.
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Tendo em vista o potencial terapéutico identificado para a formulagdo proposta, bem como o resultado satisfatério de
estabilidade fisico-quimica, tem-se grande interesse em aprofundar e aprimorar o estudo em torno da Platonia insignis Mart., de
forma a potencializar o aproveitamento e aplicabilidade desta formulagdo no tratamento de leishmaniose cutdnea. Dentre as

potenciais linhas de interesse, considera-se a possibilidade de associar a formulagdo desenvolvida a nanossistemas de uso topico.
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