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(proporc¢éo 9:1), laurilsulfato de sodio, propilenoglicol, e hidroxitoluenobutilado. A fase B foi composta pelos excipientes de caréater
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RELATORIO DESCRITIVO

FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE DISTURBIOS
INFLAMATORIOS

01. A presente invencdo refere-se as formas farmacéuticas a base de Varronia
multispicata para tratamento da dor e de distarbios inflamatorios.

02. A espécie vegetal, de porte arbustivo, Varronia multispicata (Cham.) Borhidi
(sindnimo: Cordia multispicata Cham. Linnaea) conhecida popularmente por “carucaa,
maria-preta, cha-de-caboclo e cavarucaa”, ¢ uma espécie distribuida, principalmente, em
areas abertas na regido amazonica, mas também encontrada em diversas outras regides
brasileiras.

03. Quercetina; quercetina-3-0-35-rutinosideo; kaempferol; kaempferol-7-O-glicosideo;
kaempferol-3-O-rutinosideo; 5,6'-di-hidroxi-7,2 ', 4', 5'-tetrametoxiflavona; 5,3'-di-
hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona; e 5-hidroxi-3,7,3 ', 4'-tetrametoxiflavona, além da 3,7-
dimetoxi-3',4',5-triidroxifavavona, estdo entre os flavonoides presentes na espeécie
vegetal, citados na literatura (LOPES, 2017).

04. Na avaliacdo da toxicidade oral aguda do extrato seco liofilizado de V. multispicata,
0s animais tratados com 2000 mg/kg do ndo manifestaram nenhum sinal de toxicidade
evidente, apresentando 146,89 mg/kg como dose efetiva mediana (DE50) e, nas
avaliacbes dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério, atividade periférica
significativa, além de evidéncias de hepatoprotecao e efeito antioxidante (LOPES, 2017;
LOPES et at., 2019).

05. Devido aos potenciais efeitos adversos causados por esses medicamentos anti-
inflamatorios e analgésicos disponiveis no mercado farmacéutico, buscam-se novas
alternativas terapéuticas que apresentem eficacia no combate a dor e inflamacéo, além de
ter baixo efeito adverso.

06. Uma alternativa as substancias sintéticas, esta no uso de espécies vegetais, como V.
multispicata que apresenta propriedades analgésica e anti-inflamatoria, dependente da
dose (DE50= 146,89 mg/kg), comprovada (LOPES, 2017; LOPES et al., 2019).
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07. As folhas coletadas, ap6s limpeza em agua corrente e estabilizacdo enzimatica, foram
secas em estufa de ar circulante (a 45°C, durante 52 horas), sendo trituradas em
liquidificador.

08. O extrato aquoso de V. multispicata foi obtido pelo processo de infusdo na proporgéo
de droga vegetal:solvente 1:10 (p/v), a 100 °C por 30 minutos e, posteriormente, filtrado
em algodéo, e armazenado em recipiente adequado.

09. O extrato seco foi obtido por liofilizagéo, utilizando-se 0s seguintes parametros: 24
uHg, 211 Vca a uma temperatura de -57°C, durante cinco dias.

10. O perfil fitoquimico do extrato de V. multispicata foi obtido por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), conforme Wagner e Bladt (1996) e apresentou 0s seguintes
grupos de compostos fitoquimicos: flavonoides, taninos hidrolisaveis, derivados
antracénicos e cinamicos.

11. A forma farmacéutica liquida, solucdo oral (15 mg/mL), foi obtida a base do extrato
seco de V. multispicata utilizando como excipientes o sorbitol (20-35%), metilparabeno
(0,015-0,20%), sucralose (0,03-0,24%), esséncia de chocolate (0,10-0,20%) e agua
destilada (g.s.p para o volume final de 50 mL).

12. No controle de qualidade da forma farmacéutica liquida (solucéo oral a base de V.
multispicata), foram obtidos os seguintes resultados: formulagdo com coloragdo marrom
escuro, limpida, com aroma compativel a esséncia de chocolate e sabor inicialmente
adocicado, mas com sabor residual adstringente. A solucéo oral apresenta pH neutro e
densidade aproximada a 1,00 = 0,12 (g/mL).

13. O fingerprint do extrato seco e solucdo oral de V. multispicata foram realizados em
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu® LC-10AD), binario, com detector
de arranjo de diodo (modelo SPD-M20A), degaseificador de membrana (modelo DGU-
14A), autoinjetor de amostra (SIL-20A), interface de comunicacdo (CBM-20A),
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conectado ao microcomputador com LCsolution como software de integragdo; coluna
C185um (Phenomenex®, 250x4,60 mm), dotada de pré-coluna; detector por UV-vis com
arranjo de diodos. A partir de adaptagdo da metodologia de Snyder e colaboradores
(1997).

14. A partir do fingerprint do extrato seco aquoso e da solugdo oral a base de V.
multispicata pode-se antever que a formulagdo liquida oral, em sua totalidade, manteve a
presenca dos mesmos constituintes do extrato seco e ndo interferiu negativamente na
composicao quimica do extrato seco aquoso, apds incorporacdo, presenciado a partir da
simetria dos picos cromatograficos.

15. A forma farmacéutica semissélida, creme, foi preparada pelo método de fuséo e
emulsificagdo. A fase A da emulséo foi composta por monoestearato de glicerila (6-10%),
alcool cetoestearilico (proporcdo 9:1), lauril sulfato de sodio (0,50-2,50%),
propilenoglicol (< 15%), hidroxitolueno butilado (0,0075-0,10%). A fase B foi composta
pelos excipientes de carater hidrofilico: agua destilada (g.s.p para 50g) e o conservante
composto por metilisotiazolinona e fenoxietanol (0,20%).

16. Para a preparacdo da base do creme, as fases A e B foram preparadas separadamente
e aquecidas até a temperatura de aproximadamente 70-75°C, em chapa aquecedora. Apos
0 aquecimento, a agua destilada foi, lentamente, vertida a fase A, sob agitacéo leve e
constante, até completa formacdo da emulsdo homogénea. Depois, foi deixado resfriar até
temperatura ambiente e adicionado o conservante sob agitacdo. O ajuste do pH da
formulacéo (4,6-5,8) foi realizado nessa etapa, utilizando trietanolamina ou acido citrico
a 20%. Posteriormente, realizou-se a incorporacdo do extrato aquoso (10% p/p em 90%
p/p de base).

17. No controle de qualidade do creme a base de V. multispicata, foram obtidos os
seguintes resultados: formulacdo homogénea, brilhosa, visualmente estavel, com

coloracdo variando do branco a levemente creme e aroma caracteristico da espécie
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vegetal. Apresenta anélise sensorial agradavel, com boa espalhabilidade e efeito residual
temporario. Espalhabilidade média de 48,03 + 0,41 (cm?/g), pH em torno de 5,21 e quanto
a viscosidade, apresenta comportamento ndo-Newtoniano, classificando-se como
formulacdo pseudopléstica e tixotropica.

18. Para avaliagdo da atividade farmacoldgica da solucdo oral (15 mg/mL), foram
utilizados, como modelos de experimentacdo da avaliacdo da nocicepgéo e avaliacdo da
migracdo celular, camundongos (Mus musculus) suicos machos (n= 24) e ratos (Rattus
norvegicus) Wistar machos (n= 30), respectivamente, originarios do Instituto Evandro
Chagas (IEC — Belém/PA).

19. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais de Experimentacdo (CEPAE-UFPA) sob o parecer n°® 6303181219, sendo
executados de acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais
(HUBRECHT; KIRKWOOD, 2010).

20. Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farmacia (UFPA), em
condicdes padronizadas de temperatura (22 £ 1°C), exaustdo e ciclo claro/escuro de 12h
(claro de 6-18 h), com agua e alimento ad libitum.

21. Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva da solucdo oral a base de V.
multispicata, foi realizado o teste de contor¢fes abdominais induzidas por &cido acético,
de acordo com o modelo descrito por Koster e colaboradores (1959). A indugédo de
contor¢Bes abdominais foi caracterizada pela contragdo e rotacdo do abdémen dos
animais, apresentando extensdo até uma ou até ambas as patas posteriores, através da
administracao intraperitoneal de acido acético (0,6%; v/v; 0,1mL/10 g de peso). Os
camundongos (n = 6 por grupo) foram inicialmente tratados com solucdo salina
(controle), extrato seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg), Solucdo oral (150
mg/kg) ou Indometacina como droga padrdo (10 mg/kg). Apos 60 minutos, a solucdo de

acido acético foi administrada, por via intraperitoneal. O nimero total de contor¢des foi
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registrado durante 20 min, iniciando a contagem de tempo apenas ap6s 10 min da
administracdo do &cido acético. Os dados foram expressos como percentual do nimero
total de contorgdes apresentado pelo grupo controle.

22. Paraa avaliagdo da migracgéo celular, ratos (n=6 por grupo) foram tratados, por meio
de gavagem (a cada 24h, por 6 dias), com salina (branco e lipopolissacarideo), extrato
seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg), solucdo oral (15 mg/kg) ou Indometacina,
como droga padréo (10 mg/kg) (adaptado de ZHANG et al., 2011; KAZAK, 2017). Trinta
minutos apos a ultima administracdo oral, a peritonite foi induzida administrando-se, por
via intraperitonial, o lipopolissacarideo (3,0 mg/kg). O grupo branco recebeu apenas
salina por via intraperitoneal (ZHU et al., 2015; YAO et al., 2015).

23. Apo6s 24 horas da administracdo de lipopolissacarideo, os ratos foram anestesiados
com isoflurano, e, em seguida, eutanasiados. A cavidade peritoneal foi lavada com 10 mL
de soro fisiologico (0,9%). Em seguida, foram coletadas amostras do lavado peritoneal e
realizada a contagem global do ndmero de leucdcitos, em microscopio, utilizando-se
Camara de Neubauer. Para tanto, 20uL. de cada amostra foram diluidas em 380 pL
(proporcdo 1:20) de solucdo de Turk (4cido acético a 3% e azul de metileno),
permanecendo em solugé@o durante 20 min para a realizacao da leitura.

24. A administracdo da solucdo oral a base de V. multispicata (150 mg/kg) promoveu
uma reducdo de, aproximadamente, 85% no numero de contor¢es abdominais, em
comparagdo com o grupo controle. Quando sdo comparados os resultados obtidos com o
percentual do nimero total de contor¢Bes do grupo controle, é possivel observar que a
solucdo oral manifestou poténcia equivalente ao padrdo Indometacina (10 mg/kg) e
eficacia cerca de 1,7 vezes superior ao efeito produzido pelo extrato seco liofilizado (150
mg/kg), o qual promoveu uma reducéo de aproximadamente 50% das contorcdes.

25. No tratamento dos ratos submetidos ao quadro de peritonite induzida por

Peticao 870210037157, de 23/04/2021, pég. 15/19



6de6

lipopolissacarideo, o numero de células no lavado peritoneal aumentou em torno de 75%
em comparagdo com o “grupo branco”. O anti-inflamatério padrdo, Indometacina (10
mg/kg), inibiu plenamente a inducdo da migracdo leucocitaria. J& no grupo de animais
em que foi administrado o extrato seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg),
também foi observada uma inibicdo completa da migracdo leucocitaria, resultando em
um efeito redutor no nimero de leucdcitos totais. Enquanto que, para o grupo de animais
em que foi administrada a solucéo oral & base de V. multispicata (15 mg/kg), em uma
dose 10 vezes menor que a do extrato seco, a reducdo da migracao leucocitaria induzida
pelo lipopolissacarideo ocorreu de forma bastante significativa, quando comparada com
0s demais grupos experimentais.

26. O estudo prévio da Estabilidade Acelerada da solugdo oral e creme foi iniciado de
acordo com a RDC n° 318, de 06 de novembro de 2019. A partir de uma analise das
caracteristicas organolépticas, foi verificado que a solucao oral e o creme, ap0s oito meses
de andlise, tiveram todas as caracteristicas visuais preservadas, sem a presenca de
nenhuma instabilidade fisica.

27. Desta forma, as formas farmacéuticas (solucéo oral e creme) a base de V. multispicata,
na faixa de concentracdo testada, apresentam-se como futuras alternativas, na terapia
isolada ou complementar, do tratamento da dor e da inflamagdo, ndo apresentando

toxicidade destacavel.
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REIVINDICACOES

1. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, caracterizado por conter extrato aquoso a
base de Varronia multispicata.

2. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, de acordo com a reivindicagio 1,
caracterizado por apresentar formulagdes farmacéuticas, nas formas solugéo oral

e creme, para tratamento cicatrizante, da dor e de disturbios inflamatérios.

3. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2,
caracterizado por compreender, na solucdo oral, os excipientes sorbitol,

metilparabeno, sucralose, esséncia de chocolate e agua destilada.

4. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado por compreender, no creme, 0S excipientes monoestearato de
glicerila, alcool cetoestearilico, laurilsulfato de sddio, propilenoglicol,

hidroxitoluenobutilado, agua destilada, metilisotiazolinona e fenoxietanol.

5. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado por se observar que a solucdo oral manifestou poténcia equivalente

ao padrdo Indometacina.

6. FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA
ATIVIDADE CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE
DISTURBIOS INFLAMATORIOS, de acordo com as reivindicacdes 1 a 5,

caracterizado por a solucdo oral e o creme ndo apresentarem instabilidade fisica.
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RESUMO

FORMAS FARMACKUTICAS A BASE DE Varronia multispicata PARA ATIVIDADE
CICATRIZANTE, TRATAMENTO DA DOR E DE DISTURBIOS INFLAMATORIOS

A presente patente de invengdo refere-se as formas farmacéuticas solugdo oral e creme a base de
Varronia multispicata, do tratamento da dor e da inflamagdo. A forma farmacéutica liquida,
solugdo oral (15 mg/mL), foi obtida a base do extrato seco de V. multispicata utilizando como
excipientes o sorbitol, metilparabeno, sucralose, esséncia de chocolate e agua destilada. A forma
farmacéutica semissolida, creme, foi preparada pelo método de fusdo e emulsificacdo. A fase A
da emulsdo foi composta por monoestearato de glicerila, alcool cetoestearilico (proporgao 9:1),
laurilsulfato de sodio, propilenoglicol, e hidroxitoluenobutilado. A fase B foi composta pelos
excipientes de cardter hidrofilico: é4gua destilada e o conservante composto por
metilisotiazolinona e fenoxietanol. Desta forma, as formas farmacéuticas (solugdo oral e creme)
a base de V. multispicata, na faixa de concentracdo testada, apresentam-se como futuras
alternativas, na terapia isolada ou complementar, do tratamento da dor e da inflamacdo, ndo

apresentando toxicidade destacavel.
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