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RESUMO

E amplamente reconhecido que as plantas medicinais sdo utilizadas na producio de
medicamentos, sendo uma rica fonte de produtos naturais biologicamente ativos, oferecendo
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas ideais para o desenvolvimento de farmacos. A
Leonotis nepetifolia, pertencente a familia Lamiaceae, possui atividades antifungica, anti-
inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana. Dessa forma, ¢ uma alternativa promissora para o
tratamento da candidiase oral, uma infeccdo fungica comum causada pelo crescimento
excessivo de espécies do género Candida spp., principalmente C. albicans. Embora a
candidiase oral seja amplamente reconhecida, suas manifestagdes clinicas sdo variadas.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver formulagdes com potencial
mucoadesivo contendo extrato de Leonotis nepetifolia visando ao tratamento da candidiase
oral. Para tanto, foi preparado um extrato hidroalcoolico, seguido por testes fitoquimicos para
a identificagdo de flavonoides e taninos, compostos que contribuem para as acdes desejadas
na formulagdo. Posteriormente, foi preparado formulagdes com diferentes quantidades de
carboximetilcelulose e hidroximetilcelulose, até atingir boas condi¢des de homogeneidade e
um pH adequado para a mucosa bucal. Além disso, foram realizadas andlises de aspecto, cor,
odor, viscosidade, comportamento reoldgico, contagem do niimero total de microrganismos
mesofilicos e o teste preliminar da sensibilidade das formulagdes e do extrato frente a cepa de
C. albicans. Os resultados das formulacdes foram satisfatorios, sem ocorréncia de separacao
de fases, formagdo de grumos ou alteragdo de cor e odor. O pH das formulag¢des ficou entre
6,0 e 6,26, dentro da faixa adequada para via de administragdo. As formulagdes desenvolvidas
demonstraram comportamento ndo-newtoniano, do tipo tixotropico e pseudoplastico e nao
apresentaram contaminagdo microbiana, seja por fungos ou bactérias. Além disso o teste
preliminar de sensibilidade indicou uma eficacia significativa do extrato contra o
microrganismo, mas de acordo com a técnica utilizada as formulacdes ndo apresentaram o
mesmo efeito, o que pode ser explicado pela diluigdo das mesmas. Diante do exposto, foi
possivel desenvolver um produto com potencial para atuar como alternativa no tratamento da

candidiase oral.

Palavras-Chave: Leonotis nepetifolia. Candidiase oral. Plantas medicinais.



ABSTRACT

It is recognized that medicinal plants are used in the production of medicines, being a
rich source of biologically active natural products, offering ideal physicochemical and
biological properties for drug development. Leonotis nepetifolia, belonging to the
Lamiaceae family, has antifungal, anti-inflammatory, antioxidant and antimicrobial
activities. Thus, it is a promising alternative for the treatment of oral candidiasis, a
common fungal infection caused by the overgrowth of species of the genus Candida spp.,
mainly C. albicans. Although oral candidiasis is widely recognized, its clinical
manifestations are varied. Therefore, the present study aimed to develop mucoadhesive
formulations containing Leonotis nepetifolia extract for the treatment of oral candidiasis.
For this, a hydroalcoholic extract was prepared, followed by phytochemical tests to
identify flavonoids and tannins, compounds that contribute to the desired actions in the
formulation. Subsequently, formulations with different amounts of
carboxymethylcellulose and hydroxymethylcellulose were prepared until good
homogeneity conditions and a pH suitable for the oral mucosa were achieved. In addition,
analyses of appearance, color, odor, viscosity, rheological behavior, counting of the total
number of mesophilic microorganisms and preliminary testing of the sensitivity of the
formulations and extract to the C. albicans strain were performed. The results of the
formulations were satisfactory, with no occurrence of phase separation, formation of
lumps or change in color or odor. The pH of the formulations was between 6.0 and 6.26,
within the appropriate range for the administration route. The developed formulations
demonstrated non-Newtonian behavior, of the thixotropic and pseudoplastic type, and did
not present microbial contamination, either by fungi or bacteria. In addition, the
preliminary sensitivity test indicated significant efficacy of the extract against the
microorganism, but according to the technique used, the formulations did not present the
same effect, which can be explained by their dilution. Considering the above, it was
possible to develop a product with the potential to act as an alternative in the treatment of

oral candidiasis.

Keywords: Leonotis nepetifolia. oral candidiasis. medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

A Leonotis nepetifolia, pertencente a familia Lamiaceae, ¢ um arbusto de origem
africana, conhecida popularmente como Corddo de Frade ou Corddo de Sao Francisco.
E inserida como ornamental em todos os continentes, expressa um comportamento
invasivo por possuir baixa exigéncia nutricional, alto teor de fertilidade, sementes
aladas e dormentes quando em condigdes desfavoraveis (CRUZ, 2011). Essa planta
também tem uso tradicional em outras areas bastante difundidas, ndo apenas na Africa,
bem como nas Américas, predominantemente como planta medicinal (MESSIAS,
2014).

Tem o uso popular em diversas regides da Africa, como também uma variedade
de preparagdes e indicagdes clinicas empregam o valor terapéutico da espécie
(MESSIAS, 2014). Na medicina popular, a planta ¢ amplamente reconhecida por suas
propriedades anti-inflamatérias, antibacterianas, antifiingicas, inseticidas, antialérgicas,
citotoxicas e antioxidantes. Além disso, ¢ frequentemente utilizada, para fins digestivos,
diuréticos, carminativos, cicatrizantes e expectorantes (HARLEY et al., 2004
DORMAN et al., 2004; BERDOWSKA et al, 2013).

A atividade anti-inflamatéria e antifungica da Leonotis nepetifolia demonstra um
potencial promissor para o tratamento de doengas, incluindo a candidiase. A candidiase,
doenga popularmente conhecida como moniliase, ¢ causada por leveduras do género
Candida spp. (ARAUJO et al.,2019). Varias espécies de Candida sio colonizadoras da
microbiota normal da pele, do trato gastrointestinal e geniturinario. Como colonizantes,
essas espécies ndo causam infec¢do, para que ocorra uma infec¢do € necessario que haja
um desequilibrio nos mecanismos de defesa ou fatores externos, como por exemplo, o
uso de alguns antimicrobianos, que podem alterar a microbiota normal. A infec¢ao por
Candida atinge por preferéncia as criangas e as pessoas idosas, possuindo uma
frequéncia de 5% dos recém-nascidos, 5% de pessoas com doencgas neoplasicas e 10%
dos pacientes idosos com saude precaria. Portanto, a candidiase ¢ mais frequente em
pessoas nos extremos da idade, (VIEIRA et al. ,2014). No entanto, a candidiase pode
induzir infec¢des mucocutaneas cutdneas ou sistémicas, especialmente em pessoas
imunocomprometidas, com alta taxa de mortalidade (ARAUJ O et al.,2019).

A candidiase na cavidade oral possui distintas manifestagdes clinicas, podendo
provocar ardéncias e desconfortos bucais, como também pode atingir casos mais

extremos, ocasionando a morte de pacientes imunossuprimidos (PEREIRA et al., 2017).
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O tratamento ¢ efetuado com a utilizacdo de farmacos de uso tdpico e sistémicos,
principalmente com a utilizagdo de medicamento antifingico, com a administracao por
via oral ou endovenosa e também com a realizacao de bochecho, sendo fundamental a
manuten¢do da higiene oral (LESCANO et al 2019). Como exemplo, a Nistatina sob a
forma de suspensdo, aplicada topicamente na area afetada, como também o uso do

Clotrimazol sob a forma de pastilhas ou comprimidos (VIEIRA et al.,2014).

O tratamento por via topica oferece a vantagem significativa de evitar o efeito de
primeira passagem, no qual o firmaco ¢ inicialmente metabolizado pelo figado antes de
atingir a circulagao sistémica (LOURENCO et al. ,2013). O sistema mucoadesivo ¢ uma
alternativa promissora de tratamento por potencializar o efeito terapéutico dos farmacos.
Esses sistemas permanecem em contato com o tecido de absor¢do, as mucosas por mais
tempo, liberando o farmaco no local de acdo, com consequéncia tem-se o amento da
biodisponibilidade, promovendo os efeitos locais e sistémicos desejados (FIGUEIRAS
etal., 2016).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar
formulagdes com potencial mucoadesivo contendo o extrato da Leonotis nepetifolia

visando o tratamento da candidiase oral.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Leonotis nepetifolia

A Leonotis nepetfolia pertence a familia Lamiaceae, a qual recebe este nome por
possuir um género marcante ¢ contém em torno de 6900 espécies distribuidas em toda
terra. Esta familia possui plantas aromaticas, todas as suas partes sdo proporcionadas
por glandulas secretoras de Oleos volateis de composicdo variada. Dessa forma, as
espécies sdo utilizadas em diversas areas pelo homem, na culindria, na medicina, no
paisagismo, em formulagdes cosméticas, em alimentos, rituais religiosos, por apresentar
efeitos alucinogenos (OLIVEIRA. AP, 2015).

A espécie Leonotis nepetifolia, inserida no Brasil como planta ornamental ¢
conhecida popularmente como Cordao de Sdo Francisco ou Corddo de Frade, ¢ uma
planta de origem africana, possui um comportamento invasivo por possuir baixar
exigéncia nutricional, alto indice de fertilidade, sementes aladas e dormentes quando
estdio em condigdes desfavoraveis (SANTOS. E, 2020). Por sua baixa exigéncia
nutricional, a planta passou a ser considerada "daninha", adaptando-se facilmente a
solos arenosos, argilosos e rochosos. E comumente encontrada ao longo de
acostamentos e rodovias. Suas sementes possuem alta resisténcia, permanecendo viaveis
por longos periodos até encontrarem condigdes favoraveis para o desenvolvimento,
geralmente entre a primavera e o outono (CRUZ et al., 2011).

O género Leonotis é considerado como sendo de facil identificagdo, devido ao
seu florescimento, porte denso, caule, verticilos e inflorescéncia de cor laranja. Sua
propagagdo ocorre por meio da dispersdo do pdlen, que atrai passaros gragas as cores

chamativas de suas flores IWARSSON; HARVEY, 2003).

Y
a7

Figura 1. Espécie Leonotis nepetifolia

Fonte: NAGARAIJA et al., 2022.
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Essa espécie tem a utilizacdo tradicional amplamente difundida, ndo somente na
Africa, como também nas Américas, principalmente como tonificante e no tratamento
de variadas doencas. Em uso tradicionais, era usado para tratar doengas renais,
reumatismo, dismenorreia, asma bronquica, diarreia, febre, gripe, dentre outras
infecgdes especialmente no trato respiratorio. Em testes fitoquimicos realizados
emitiram a presenca de carboidratos, aminoacidos, proteinas, além de diversos
metabolitos secundarios, como: Oleos fixos, 6leos volateis, terpenoides, saponinas,
flavonoides, fitoesterois, alcaloides, diterpenos, cumarinas, iridoides e taninos (CRUZ,
2011). Além disso, ¢ amplamente reconhecida por suas propriedades antifingicas,
inseticidas, antibacterianas, anti-inflamatorias, antialérgicas, citotoxicas e antioxidantes
(HARLEY et al., 2004; DORMAN et al., 2004; BERDOWSKA et al, 2013).

Devido ao seu uso em diferentes paises e a variedade de aplicagdes terapéuticas,
essa espécie € considerada promissora na investigacao de suas propriedades medicinais,
com potencial para o desenvolvimento de novos farmacos, reduzindo os riscos de

efeitos colaterais (MAREGESI, 2007).

2.2 Candidiase

A ocorréncia de infec¢des flngicas teve um acréscimo nos ultimos anos,
predominantemente nos paises desenvolvidos. A crescente ocorréncia das infecgdes se
relaciona com fatores propensos com o uso de protese dentdria, xerostomia, a utilizagao
prolongada de terapia com antibiotico, trauma local, distirbios enddcrinos, desnutri¢do,
o aumento da longevidade das pessoas, entre diversos fatores que possam diminuir a
defesa do organismo do individuo (CUESTA et al., 2014).

A candidiase ¢ originada por espécies de leveduras do género Candida, ¢ uma
infec¢do caracteristicamente oportunista, tem como principal agente das candidiases a
Candida Albicans. Algumas espécies de Candida sao encontradas normalmente nas
mucosas vaginal e orofaringea, sendo parte constituinte da microbiota residente
(THEODORO et al., 2014). A lesdo da candidiase pode ter variagdes superficiais e
profundas; moderada, aguda ou cronica; envolve também vérios locais, como exemplo
da boca, garganta, lingua, pele, couro cabeludo, 6érgaos genitais, dedos, unhas, podendo
atingir também 6rgdos internos (BARBEDO et al. ,2010)

A candidiase ¢ a infec¢do flngica oportunista mais comum, afetando

principalmente os tecidos de hospedeiros com comprometimento do sistema
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imunoldgico, o que aumenta o risco de morbidade e mortalidade. Além disso, a infeccao
por Candida ¢ frequente em criancas e idosos devido a maior fragilidade de seus
mecanismos de defesa, como também os pacientes imunocomprometidos

(RAIMUNDO, 2017).

2.2.1 Candidiase Oral

A candidiase oral ¢ uma infecdo fungica comum, a qual é provocada por um
crescimento exagerado de espécies Candida spp., € tem como responsavel a C. albicans.
Apesar da candidiase oral ser bem conhecida, suas expressdes clinicas sdo abundantes,
sendo importante a avaliagdo de médicos e dentistas para que realize um diagndstico
preciso (PLAS et al., 2016).

A Candida albicans é considerada um microrganismo comensal, o qual estd
presente na cavidade oral das pessoas saudaveis. E encontrado o microrganismo na
microbiota normal, podendo ser encontrado na boca, no trato respiratorio, digestivo e
vaginal (COLEMAN 1996; SONISET al, 1996; REGEZI e SCIUBBA, 2000;
TOMMASI,2000).

De acordo com Regezi e Sciubba (2000), a candidiase oral possui sete formas
prevalentes, sendo divididas em duas agudas: candidiase atrofica e candidiase
pseudomembranosa; duas cronicas: candidiase hiperplésica e candidiase atréfica e, trés
formas que sdo a candidiase mucocutanea, familial e associada a sindromes. Os sinais
mais caracteristicos da infeccdo incluem o aparecimento de pseudomembranas, que
podem causar erosdes na boca, vermelhidao e atrofia. Além disso, a presenga de placas
brancas aderidas a mucosa ¢ tipica da candidiase hiperplasica, representando outra
forma de manifesta¢do da patologia (BARBOSA et al., 2014).

Para o tratamento da candidiase oral ¢ fundamental que seja realizado um
diagnostico precoce e correto da infeccao, a fim de corrigir os motivos predispostos ou
doengas subjacentes, importante também que seja avaliada o tipo de Candida spp.,
assim como a associagdo eficicia-toxicidade em cada caso (PLAS et al., 2016). E
utilizado no tratamento da candidiase oral principalmente os medicamentos
antifungicos, como a Nistatina em forma de suspensao oral sendo aplicada topicamente
na regido acometida. Outro medicamento pode ser utilizado ¢ o Clotrimazol sob a forma

de pastilhas ou comprimidos (PEIXOTO et al.,2014).
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As doencas que possuem expressdes na cavidade bucal podem atrapalhar a satude
geral do paciente, influenciando de forma negativa na qualidade de vida. Dessa forma, ¢
fundamental que sejam realizados os estudos dessas condi¢cdes de maneira eficiente, a
fim de que seja orientado o melhor tipo de tratamento para cada caso. E de extrema
relevancia que seja necessario o entendimento das alteragdes bucais para a realizacao do
diagnostico e também ¢ importante a atengdo em saude bucal especialmente em

pacientes com distintas alteragdes sistémicas (PEREIRA et al.,2017).

2.3 Formula¢des Mucoadesivas

A conceituagdo do termo mucoadesdo manifestou-se a primeira vez em meados
de 1980, com a possibilidade promissora da liberacdo controlada de farmacos. No
inicio, a terminologia mucoadesdo foi utilizada para definir a ligagdo de
macromoléculas naturais ou sintéticas a um substrato bioloégico. Quando o substrato em
questdo ¢ uma membrana biologica que € revestida por muco, as interagdes irdo se
desenvolver diretamente com a mucosa, passando entdo a desintegrar-se por
mucoadesdo. A transposicdo para sistemas de administracdo de farmacos provoca a
ligacdo do sistema transportador a um substrato biologico especifico, sendo assim o
revestimento mucoso que ¢ existente a superficie dos tecidos (FIGUEIRAS et al., 2016).

As formulagdes mucoadesivas surgem como alternativas promissoras para o
transporte de farmacos a epitélios revestidos por muco, pois podem ser projetadas para
proporcionar prote¢do a mucosa, liberacdo controlada e direcionamento de agentes
ativos a sitios-alvo especificos. Durante o desenvolvimento dessas formulagdes, ¢
crucial conhecer as caracteristicas particulares da mucosa alvo onde a formulagao sera
administrada e adaptar o produto de acordo com essas especificidades (ANTOTINO,
2020).

O processo de mucoadesdo ¢ composto por dois estagios principais: contato e
consolidagdo. No estagio de contato, ocorre o estabelecimento de uma interagdo
continua entre o polimero e a camada de muco. Durante esse processo, hd uma
transferéncia de moléculas de 4gua do muco para o polimero, resultando na adesdo a
mucosa. J& no estdgio de consolidacdo, acontecem interacdes fisico-quimicas, como
ligacdes i0nicas, de Van der Waals, hidrofobicas e de hidrogénio. Essas interacdes se
formam entre a malha polimérica e o muco, fortalecendo a ligacdo bioadesiva e

promovendo uma acao prolongada (FERREIRA, 2020).
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Os aspectos fisiologicos da cavidade oral, como pH, volume de fluido, atividade
enzimatica e permeabilidade da mucosa, desempenham um papel crucial no processo de
mucoadesao (CORDEIRO, 2015).

A mucoadesdo pode resolver diversos problemas no que diz respeito a
administracao de farmacos, na medida em que ¢ permitido a localizagdo do farmaco em
uma regido alvo especifica, e com isso acarreta na melhoria na sua biodisponibilidade
(FIGUEIRAS et al.,2016). Uma das principais vantagens do sistema mucoadesivo ¢ a
prevencao do efeito de primeira passagem, o que permite o uso de doses menores em
comparagdo com as formas orais de administra¢do. Isso ocorre porque o sistema evita a
degradacao gastrica do medicamento, proporcionando um inicio de acdo mais rapido e
uma melhor biodisponibilidade. Além disso, ndo requer o uso de agua para sua
administracao.

Para desenvolver um sistema eficaz, € essencial realizar diversos testes de
mucoadesdao nos polimeros e nos sistemas (TAKEUCHI et al., 2005). A literatura
apresenta uma variedade de testes, o que dificulta a comparagao dos resultados, ja que
ndo existe uma metodologia padronizada para a analise da bioadesdo. Técnicas como a
determinagdo do intumescimento e o tempo de adesdo sdo frequentemente mencionadas
como métodos para caracterizar formulagdes mucoadesivas (HAN et al., 2015;

PERIOLI et al., 2009).

2.3.1 Géis Mucoadesivos

Os géis mucoadesivos sao sistemas semissolidos constituidos por dispersodes de
moléculas, em um veiculo liquido a base de agua. Apresentam consisténcia similar a de
geleias sendo formados com o auxilio de agente gelificante (JR et al., 2013). Os agentes
gelificantes utilizados sdo polimeros sintéticos e abrangem macromoléculas sintéticas,
como os derivados de celulose (hidroximetilcelulose, carboximetilcelulose e
metilcelulose), além do carbomero 934 e gomas naturais, eles sdo aplicados em
concentragdes que variam de 0,5% a 2,0%.

Os géis poliméricos geralmente apresentam alta viscosidade devido as interagdes
tridimensionais entre as cadeias poliméricas e o sistema solvente. Eles podem ser
classificados de duas formas: a primeira baseia-se na natureza das ligagdes entre as
cadeias da rede, sendo sistemas irreversiveis, formados por uma estrutura tridimensional

com ligagdes covalentes entre as macromoléculas; a segunda considera sistemas
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reversiveis, cuja estrutura ¢ influenciada por variagdes de temperatura ou pH, mantendo
suas ligagdes intermoleculares entre as macromoléculas (STORPPIRTIS et al., 2009).

O conhecimento das propriedades reologicas dos géis € essencial para o
desenvolvimento de um sistema eficaz, visto que, o processo de geleificagdo in situ
prolonga o tempo de contato e permanéncia do fairmaco no local de agdo (BOAENG et
al., 2015). O aumento da viscosidade do gel proporciona a adesdo as superficies da
mucosa, mucoadesdo, ou seja, a geleificacdo in situ aumenta a viscosidade do gel e por
consequéncia a adesdo a mucosa (BASHIR et al., 2019).

Os géis sao classificados como de fase unica e duas fases, os géis de fase unica
sao considerados aqueles que as macromoléculas estdo distribuidas de maneira uniforme
por todo liquido, ja os géis de duas fases sao formados por floculos de diferentes
particulas, também conhecido como magma. (JR et al., 2013). Os géis quando em
repouso podem se tornar mais viscosos, formando sistemas tixotropicos, por isso, ¢
necessario agita-los antes do uso para reduzir a viscosidade, tornando-os mais liquidos e
melhorando o fluxo.

O desenvolvimento de géis medicamentosos pode ser produzido para a
administracdo em diferentes vias, como a ocular, nasal, vaginal, retal e percutanea (JR
et al., 2013). A introdugdo de fa&rmacos nos sistemas mucoadesivos ajuda a intensificar o
efeito terapéutico. Os sistemas mucoadesivos persistem em contato com o tecido de
absorcdo, as mucosas, no decorrer de um periodo de tempo maior, liberando o fairmaco
no local de acdo, com o decorrer aumenta a biodisponibilidade, proporcionando os

efeitos locais e sist€émicos desejados (FIGUEIRAS et al.,2016)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar formulagdes com potencial mucoadesivo contendo o
extrato de Leonotis nepetifolia com o intuito de subsidiar o desenvolvimento de um

novo recurso antifungico visando o tratamento da candidiase oral.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar a planta e preparar extrato hidroalcoolico;

e Realizar caracterizagdo fitoquimica qualitativa do extrato;

e Preparar as formulagdes com potencial mucoadesivo;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes;

e Avaliar a qualidade microbiologica das formulacdes desenvolvidas;

e Realizar teste preliminar de sensibilidade de cepa de C. albicans as

formulagdes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Alcool etilico, alcool etilico absoluto (99,5%), alcool etilico hidratado (92,8%),
acido cloridrico, hidroxido de sdédio, agar nutriente, agar Sabouraud, &cido citrico,
metilparabeno, propilparabeno, propilenoglicol, hidroxietilcelulose,

carboxietilcelulose, glicerina, magnésio metalico, cloreto de ferro III.

4.2 Vidrarias e Equipamentos

Agitador magnético digital Lucadema®, barras magnéticas, balanga analitica
Astral modelo STR-224 *, balanga semi-analitica Bel modelo S203 ®, peagimetro
pHMeter ®, termdmetro, incubadora B.O.D. Lucadema (LUCA — 161/02)", capela de
exaustdo de gases Hipperquimica codigo SP 1040-25 ®, capela de fluxo laminar
Hipperquimica codigo SP 1011- 24 *®, viscosimetro rotacional Biobase®, autoclave

Prismatec®, placas de Petri, erlenmeyer, calice e béquer.

4.3 Métodos

4.3.1 Coleta e obtencao dos extratos de Leonotis nepetifolia

As partes aéreas da espécie Leonotis nepetifolia foram coletadas manualmente
no municipio de Santa Rita de Céssia, estado da Bahia. Posteriormente, o material
vegetal foi submetido a um processo de secagem natural, ilustrado na Figura 1, com
durac¢ao de 20 dias.

ApOs a coleta, as partes aéreas da planta Leonotis nepetifolia foram separadas e
submetidas a andlise para posterior trituragdo, a fim de obter os extratos desejados.
Aproximadamente 100g dos glomérulos foram moidos em um triturador padronizado,
operando na velocidade um, por trinta segundos com intervalos de descanso de cinco
segundos. Esse procedimento foi repetido dez vezes até alcancar a consisténcia de pd
desejada, ilustrado na Figura 2. Em seguida, foi preparado um extrato hidroalcdolico
utilizando alcool etilico 70%. O material triturado foi pesado em uma balanga semi-

analitica e transferido para um erlenmeyer, ao qual foram adicionados 200ml do



20

solvente, conforme apresentados na Tabela 1. O extrato resultante foi submetido a um
processo de maceracao por 20 dias, com agitacdo manual diaria padronizada: rotagdes
vigorosas por dez segundos seguidos de descanso por cinco segundos, repetindo o
processo trés vezes.

Apos o periodo de maceragdo, o extrato foi filtrado utilizando um funil de vidro
e
papel de filtro previamente embebido em alcool etilico 70% ilustrado na Figura 3. O
produto final foi armazenado em um erlenmeyer lacrado com papel filme PVC para

preservacdo adequada.



Figura 2. Espécie Leonotis nepetifolia apos a coleta.

Fonte: autoria propria

Figura 3. Glomérulos de L. nepetifolia triturado.

Fonte: autoria propria

Figura 4. Extrato em processo de filtragao.

Fonte: autoria propria
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Parte da planta
Solvente Concentracio
Utilizada
, 40g de planta + 200ml de
Glomérulos Alcool
etilico solvente
70%

Tabela 1. Concentracdo do extrato da planta Leonotis nepetifolia.

Fonte: autoria propria.

4.3.2 Caracterizacao fitoquimica qualitativa

4.3.2.1 Identificacao de flavonoides

Conforme descrito no método de Oliveira (2014), empregou-se o teste com
NaOH
para detectar a presenca de flavonoides. A diluicdo do extrato foi realizada na
proporcionalidade de 5:1, diante disso, foi acrescido 5 ml do extrato e 1 ml de agua
destilada. Em seguida com todos os tubos de ensaio adequadamente identificados,
transferiu-se 5 ml do extrato diluido e foram acrescidas 2 gotas da solu¢do de NaOH
5%. A deteccdo da presenca do metabolito foi realizada através da observacdo de

mudanga na coloragao para vermelho/alaranjado.

4.3.2.2 Identificacdo de taninos

Para a identificacdo de taninos condensados ou hidrolisaveis, utilizou-se a
solucdo de cloreto férrico de acordo com método adaptado da Sociedade Brasileira de
Farmacognosia (2009). Assim, procedeu-se a diluicdo dos extratos em um tubo de
ensaio na propor¢do de 1:5, sendo 1 ml do extrato vegetal e 5 ml de dgua destilada. Em
seguida, trés gotas da solucdo metanodlica de cloreto férrico a 2% foram adicionadas
utilizando uma pipeta de Pasteur, permitindo que escorressem pelo tubo. A detec¢dao da
presenga do metabolito foi realizada através da observacdo de mudanga na coloragdo,

azul indicativo da presenca de taninos hidrolisaveis ou verde para taninos condensados.
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4.3.3 Desenvolvimento das formulacées mucoadesivas

Inicialmente, foram preparadas as solucdes de conservantes que seriam
incorporadas nas formulacdes, separadamente, pesou-se 0,8g de metilparabeno e 0,2g de
propilparabeno para 10ml de solugcdo em propilenoglicol. Em seguida, sob agitacdo
magnética e aquecimento, os parabenos foram incorporados até a completa dissolucdo.

Para chegar em uma formulacdo com as finalidades necessarias, foram testadas 5
(cinco) formulagdes com diversos polimeros com propriedades mucoadesivas
(carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose e carbopol), em diferentes concentragdes, para
avaliacOes fisico-quimicas e microbioldgicas.

A partir disso, seguiu-se para a preparacao das formulacdes comegando pelo
aquecimento da agua purificada (osmose reversa) em um béquer de 250ml. As
formulac¢des foram preparadas adicionando os polimeros sob agitacdo magnética em
seguida adicionou-se gotas de NaOH 1,0 M para ajuste de pH, depois seguiu-se por 30
minutos com agitacdo magnética e 10 minutos de agitacdo manual. Apds a preparacao
das formulacdes e observadas as caracteristicas, 2 (duas) foram selecionadas para
realizagdo das analises fisico-quimicas apds a ndo observancia de separacdo de fases
apos 24 horas de preparagao.

As formulagdes foram preparadas com a composi¢ao especificada na Tabela 2.

Matérias primas Concentracio das matérias primas (P/V)

Form.N°1 Form.N°2 Form.N°3 Form.N°4  Form.N°5

Carboximetilcelulose  2,5% 2% - = 1,5%
Hidroximetilcelulose  0,5% 1% - - 1,5%
Carbopol = = 1% 0,5% -
Metil e 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
propilparabeno

- 5,0% - - 5,0%
Agua q.s.p 100,0g 100,0g 100,0g 100,0g 100,0g

Tabela 2: Composi¢ao das formulagdes.

4.3.4 Controle de qualidade das formulac¢oes



24
4.3.4.1 Aspecto

O aspecto das formulagdes foi avaliado visualmente.

4.3.4.2 Cor

O ensaio foi realizado através de colorimetria visual, as formulagdes foram

expostas a luz natural branca, com a finalidade de analisar mudanga na cor e separagao

de fases (Anvisa, 2019).

4.3.4.3 Odor

O odor das formulagdes foi analisado por meio do olfato.

4.3.4.4 Determinac¢ao de pH

Apds a preparacdo das formulagdes a determinacdo do pH foi realizada

utilizando pHmetro digital, previamente calibrado (Brasil, 2019).
4.3.4.5 Viscosidade e comportamento reologico

O ensaio foi realizado com o auxilio do viscosimetro rotacional utilizando
cerca de 150g de cada formulagdo com o spindle L3. Para a coleta de dados, foi
utilizada uma rotagdo ascendente, comegando em 5 rpm e aumentando de 5 em
Srpm até 50 rpm, o mesmo procedimento foi repetido em rotagdo descendente, o

experimento foi realizado em triplicata.
4.3.5 Contagem do nimero total de microrganismos mesofilicos

A contagem do nimero total de microrganismos mesofilicos foi realizado de
acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019). Apo6s a escolha das 2 (duas) formulagdes
com os melhores resultados, foram realizadas diluigdes de 10" e 10 em capela de fluxo
laminar, mantendo a ambiente sempre esterilizado, bem como os materiais utilizados.

Em seguida, para a dilui¢do de 10" em um béquer de 100 ml, pesou-se 1 g da
amostra de cada formulagdo, depois solubilizou-se em 90 ml de solugdo estéril de NaCl

0,9%. Na diluigdo de 102, em um tubo de ensaio € com o auxilio de pipeta automatica
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de 1000 pl, transferiu-se 1 ml da primeira dilui¢do, acrescentando 9 ml de solucao
fisiologica estéril de NaCl 0,9%.

O método utilizado para o plaqueamento foi o método de superficie, realizado
em duplicata para cada meio e diluicdo. Diante disso, foi preparado os meios de cultura
agar nutriente e dgar sabouraud e seguiu-se para a sua esterilizagdo. Em seguida, os
meios de cultura foram aquecidos até a sua completa dissolugdo em torno de 45 a 50°C.
As placas foram esterilizadas e previamente identificadas, os meios de cultura foram
vertidos nas placas, posteriormente, adicionou 0,1ml das amostras e com o auxilio da
alca de Drigalski foi espalhado por toda placa. Por fim, foi armazenado na incubadora
BOD de 25°C que ¢ a temperatura que observa o crescimento de fungos por 5 dias e

35°C que ¢ possivel observar o crescimento de bactérias por 3 dias.

4.3.6 Teste preliminar de sensibilidade de Candida albicans frente as

formulacoes

As cepas da C. albicans pertencentes ao laboratorio da Universidade Federal do
Oeste da Bahia foram utilizadas para testar a sensibilidade das formulagdes e do extrato
de L. nepetifolia, pelo método de difusao em agar.

O teste de sensibilidade foi realizado em triplicata, utilizando cerca de 10ul de
C. albicans inoculadas em placas contendo os meios de cultura agar Sabouraud e agar
Mueller-Hinton, apos isso, seguiu-se para a inoculagdo das formulacdes F2 e F5, o

extrato de L. nepetifolia e a nistatina, a qual foi utilizada como controle positivo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Fitoquimica qualitativa

5.1.1 Identificacao de flavonoides

O teste para flavonoides no extrato de L. nepetifolia mostrou um indicativo para
a presenca do metabolito de acordo com o teste qualitativo, evidenciado pela mudanca
de coloracdo para laranja-avermelhado, conforme apresentado na Figura 4.

Os flavonoides sao amplamente reconhecidos como um dos mais importantes

grupos de compostos fendlicos entre os produtos naturais, devido as suas diversas
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atividades farmacologicas (DOS SANTOS et al., 2017). Sua diversidade farmacologica,
que inclui atividade antitumoral, anti-inflamatdria, antioxidante e antivirais torna o
grupo de grande interesse econdmico para o desenvolvimento de novos farmacos.
Diante disso, os testes fitoquimicos sdo primordiais para a identificagcdo das classes de
compostos e com isso, auxilia na descoberta de novos constituintes quimicos de
espécies vegetais que poderdo ter uso terapéutico (SILVA et al., 2018). Os flavonoides
sao reconhecidos por suas variadas propriedades terapé€uticas, com isso, reforca o

potencial medicinal da Leonotis nepetifolia ao serem encontrados na sua composi¢ao.

Figura 5. Resultado do teste fitoquimicos de flavonoides.

Fonte: autoria propria

5.1.2 Identificacao de taninos

De acordo com o teste qualitativo, o resultado para taninos mostrou um
indicativo para a presenca do metabdlito, no extrato de L. nepetifolia, conforme
mostrado na Figura 5.

Os taninos sdo compostos fenolicos de grande interesse econdomico e ecologico,
caracterizados por sua alta reatividade quimica, formando pontes de hidrogénio tanto
intra quanto intermoleculares. Eles sdo classificados em dois principais grupos: taninos
hidroliséveis e taninos condensados (MONTEIRO et al., 2005). A literatura apresenta

estudos que demonstram que os taninos possuem agdes anti-inflamatoria e cicatrizantes,
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além de serem capazes de inibir o crescimento de determinados fungos, bactérias e virus
(DO NASCIMENTO et al., 2021). Assim, o resultado positivo encontrado no extrato
de Leonotis nepetifolia indica a presenca do referido composto fitoquimico necessario

para a atividade proposta para as formulagdes.

Figura 6. Resultado do teste fitoquimico de taninos.

Fonte: autoria propria

5.2 Desenvolvimento das formulacdes mucoadesivas

Avaliando os aspectos macroscopicos chegou-se a duas formulacdes, conforme
apresentado na Figura 6, as quais foram consideradas satisfatorias com base na
utilizagdo dos polimeros.

Os polimeros sao macromoléculas formadas por unidades repetidas, conhecidas
como mondmeros, conectadas através de ligagdes quimicas. Esses compostos sio
fundamentais nas formula¢des mucoadesivas, pois tém a capacidade de estabelecer
ligacdes quimicas com outras superficies (PATIL et al., 2016).

No desenvolvimento de formulagdes para a cavidade oral € necessario apresentar
caracteristicas importantes, como ndo causar irritagdo e permanecer na cavidade oral

sem interferir nas suas atividades (GOWTHAMARAIJAN et al., 2012).
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Figura 7: Formulagdes finalizadas.

Fonte: autoria propria

5.3 Controle de qualidade das formulagoes

5.3.1 Aspecto

As formulagdes apresentaram aspecto uniforme e sem formagdo de grumos,

diante disso, foram consideradas dentro do padrao aceitavel de qualidade.

5.3.2 Cor

As formulagdes apresentaram coloracao amarelo-claro ap6s a fabricagdo.

5.3.3 Odor

As formulagdes apresentaram odor caracteristico apds a fabricagdo e

mantiveram suas caracteristicas.
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5.3.4 Determinacio do pH

Inicialmente, o pH das formulagdes ficou em torno de 4,42 ¢ 4,39, sendo
realizado o ajuste com gotas de NaOH 1,0 M que passaram a medir entre 6,07 e 6,26,
para F2 e F5, respectivamente, considerados ideais para a aplicagdo na mucosa bucal.
Isso ¢ compativel com o pH da cavidade bucal, que, por estar constantemente banhada
por saliva, varia entre 5,5 e 7,0. Alteracdes significativas nesses niveis de pH poderiam
causar irritagdo ou lesdes no tecido subjacente da mucosa, um efeito indesejado e

prejudicial (SHINKAR; DHAKE; SETTY, 2012; JOHNSTON, 2015).

O pH pode influenciar diretamente nas propriedades fisico-quimicas e na
estabilidade dos produtos, podendo assim, interferir na eficicia e estabilidade dos
componentes. Desse modo, ¢ de suma importancia o monitoramento dos valores de pH
para diminuir a degradagdo dos insumos farmacéuticos e entregar um produto de boa

qualidade (ANVISA, 2019).

5.3.5 Viscosidade e comportamento reolégico

A avaliagdo das propriedades reologicas de uma formulacdo farmacéutica ¢
essencial para a qualidade e principalmente seu desempenho. Foram obtidas curvas de
fluxo das formulagdes F2 e F5, ambas apresentaram comportamento nao-newtoniano,
dos tipos tixotrdpico e pseudopastico, respectivamente.

Os produtos desenvolvidos para uso bucal estdo sujeitos a forcas de
cisalhamento, como as geradas pela respiracao, degluticao e fala. Por isso, ¢ essencial
avaliar os efeitos dessas forgas oscilatorias na reologia do produto e, consequentemente,
no seu desempenho clinico (JONES et al., 1997).

A resposta reologica observada durante o processo estd diretamente ligada as
alteracdes na microestrutura, podendo contribuir significativamente para os beneficios
funcionais. A reologia oferece uma compreensdo tedrica das relagdes entre as
propriedades viscoeldsticas e as microestruturas do sistema (SIDDIG et al., 2006)

A relagdo entre tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento determina o

comportamento de fluxo ¢ apresentada graficamente por meio de diagramas conhecidos
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como curva de fluxo. As curvas de fluxo s3o apresentadas em duas partes do
experimento, a curva ascendente que mostra o aumento da taxa de cisalhamento, e a
curva descendente o0 momento em que a taxa de cisalhamento ¢ reduzida de maneira
continua (SCHRAMM, 2006).

Com base nos graficos apresentados (Figura 7 e 8), as formulagdes apresentaram
comportamento nao-newtoniano do tipo tixotropico e pseudopléstico. O comportamento
tixotropico € caracterizado pela reducdo da viscosidade da formulagao ao longo do
tempo sob uma taxa de cisalhamento constante, enquanto o comportamento
pseudopléstico refere-se a diminuicao da viscosidade a medida que a velocidade ou a
tensdo de cisalhamento aumenta (ANTONINO, 2020).

Para as formas farmacéuticas de uso topico, as formulagdes que apresentam
caracteristicas pseudoplasticas e tixotropicas sdo consideradas ideais, pois, apos a
aplicagdo a viscosidade diminui, facilitando o espalhamento e garantindo uma aplicagao
mais eficiente (MADRIGAL-CARBALLO et al, 2008; SOVILJ; MILANOVIC;
PETROVIC, 2013).

De acordo com os resultados obtidos das analises de viscosidade, ambos os
comportamentos sdo adequados para as formulagdes semissolidas, o que contribui para

a facilidade da aplicagao.

10000,0
9500,0 -
9000,0 -
8500,0
8000,0 -
7500,0 -
7000,0 -
6500,0 -
6000,0 -
5500,0

5000,0 T \ \ T T \
0 10 20 30 40 50 60

Rotagdo (RPM)

——F2

Viscosidade (mPa.s)

Figura 8: Analise da viscosidade referente a formulagao 2.
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Figura 9: Anélise da viscosidade referente a formulagao 5.

5.4 Contagem do numero total de microrganismos mesofilicos

As formulagdes tiveram resultados dentro dos parametros esperados para os

produtos farmacéuticos ndo estéreis, ndo havendo crescimentos de micro-organismos,

assim como apresentado nas Figuras 7 e 8.

Figura 10: Resultado das analises microbianas.

Fonte: autoria propria
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Figura 11: Resultados das analises microbianas.

Fonte: autoria propria

A realizagdo de analises microbianas em produtos farmacéuticos ndo estéreis,
nos quais € permitida uma carga microbiana limitada, visa verificar a presenga ou
auséncia de microrganismos patogénicos e determinar a contagem de microrganismos
viaveis, dependendo da forma de utilizagdo do produto, seja para uso topico ou oral. E
importante destacar que uma carga microbiana elevada pode comprometer a

estabilidade do produto, resultando em perda da eficicia terapéutica devido a

degradagdo do principio ativo (ANDRADE et al., 2005).

5.5 Teste preliminar de sensibilidade de Candida albicans frente as

formulacoes

Os resultados foram obtidos através da interpretacdo do teste pelo método de
difusdo em agar, demonstrando uma inibi¢ado significativa do extrato hidroalcoolico de
L. nepetifolia, sendo que para as formulagdes F2 e F5 ndo foi possivel observar a
formagdo de halos de inibicdo frente a cepa de C. albicans, conforme ilustrado na
Figura 11.

A Candida spp. ¢ o fungo mais prevalente das infec¢des fungicas, visto que esta
presente na microbiota humana, podendo ser responsavel por diversas doengas clinicas
dependendo do local que ¢ desenvolvido, do tipo de fungo e da condi¢do do paciente.

Diante do género Candida, a Candida albicans ¢é a levedura de maior relevancia, sendo
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um patégeno oportunista capaz de causar infec¢des disseminadas em determinados
grupos de pacientes (SILVA et al., 2016).

O teste de difusdo em agar ¢ um método muito importante para as analises das
sensibilidades em fungos. Assim, ¢ necessario que a técnica seja realizada com muita
precisdo para a obten¢do de bons resultados para os estudos realizados (SILVA et al.,

2016).

_ Nistatina

\ Extrato 4

Figura 12: Resultado do teste sensibilidade preliminar de C. albicans.

Fonte: autoria propria.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de novas formulagdes a base de plantas medicinais, aliado a
criacdo de sistemas inovadores de liberagdo, possibilita tratamentos mais eficazes,
seguros e que promovem maior adesdo a terapia.

O extrato hidroalcoolico de L. nepetifolia apresentou potencial antifungico sobre
a C. albicans, as duas formulagdes selecionadas para o estudo, mostraram caracteristicas
fisico-quimicas adequadas, o pH ficou dentro da faixa ideal para a mucosa oral,
mantiveram estabilidade fisica, bem como os resultados da contagem do numero total
de microrganismos mesofilicos foram satisfatorios, sem o crescimento de fungos ou
bactérias no periodo de incubagdo. Além disso, apresentaram o comportamento
reologico do tipo tixotrépico e pseudoplastico. Ao finalizar o presente trabalho foi
possivel desenvolver formulagdes com o potencial para atuar como alternativa ao
tratamento da candidiase oral. No entanto, ¢ essencial continuar os testes para avaliar a
capacidade de mucoadesdo e a melhorar a avaliagdo da eficacia das formulagdes frente

a0 microrganismo.
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