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O desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos requer o cumprimento de uma série de
etapas a fim de obter-se um medicamento eficaz, seguro e com qualidade. A Sphagneticola
trilobata (L.) Pruski (Asteraceae) € uma planta nativa do Brasil, freqiente em regides
litordneas e em terrenos baldios, conhecida popularmente por Pseudo-arnica, Margaridao,
Picdo da praia, Vedélia entre outros. Estudos realizados por pesquisadores do NIQFAR
mostraram que esta planta apresentou efeitos antiinflamatério, antinoceptivo e
hipoglicemiante, sendo uma planta com potencial aplicacdo no desenvolvimento de
fitoterapicos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver preparagbes semi-sélidas
contendo extrato de S. trilobata e avaliar a atividade antiinflamatéria in vivo. Os extratos
foram preparados por turbo-extracdo usando solucdo hidroalcodlica e caracterizados por
ensaios fisico-quimicos e por cromatografia em camada delgada (CCD). Os extratos foram
concentrados obtencdo de extratos moles. Foram desenvolvidas bases farmacotécnicas
emulsionadas (creme), de caracteristica hidrofilica (gel e pomada de PEG) e de
caracteristica hidrofébica (pomada) contendo extrato mole. As preparacbes foram
submetidas aos estudos de estabilidade prévio (ciclo gelo-degelo) e acelerado
(armazenamento em temperatura ambiente, geladeira e estufa). A atividade antiinflamatéria
foi avaliada através do método de edema de orelha induzido por éleo de croton com
aplicacao tépica de 0,5 g das preparacdes (com ou sem extrato). Como controle positivo
aplicou-se preparagao com dexametasona 1 mg/g. O potencial de irritacdo das formulagdes
foi verificado através de meétodo in vitro de difusdo em agar. Os extratos apresentaram
caracteristicas organolépticas e fisico-quimica dentro dos limites encontrados no estudo de
padronizacdo do processo extrativo. Das formulagbes desenvolvidas, o gel mostrou-se
instavel fisicamente quando se adicionou o extrato da planta. Apds ensaios prévios de
estabilidade, as preparacbes creme, pomada e pomada de PEG, contendo extrato mole
apresentaram-se estaveis quanto as caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas, exceto
a pomada de PEG contendo extrato que apresentou odor ndo caracteristico. Os produtos
submetidos aos ensaios acelerados de estabilidade mostraram-se estaveis durante os 90
dias de estudo nos diferentes ambientes de armazenamento. Na atividade antiinflamatéria in
vivo foi observada uma inibicdo significativa e dose-dependente em todas as preparacoes.
Portanto, as preparagfes semi-sélidas contendo extrato mole de S. trilobata possuem
propriedade antiinflamatoria, destituida de poder irritante, validando-se, seu uso terapéutico
para esta finalidade.
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The development phytotherapeutic dosage forms requires a series of stages in order to
obtain an efficient, safe, and high quality preparation. The Sphagneticola trilobata (L.) Pruski
(Asteraceae) is a native plant of Brazil, which frequently grows in coastal regions and barren
land. In Portuguese, it is popularly known as Pseudo-arnica, Margaridao, Picdo da praia and
Vedélia, and in English, Creeping ox-eye or Trailing daisy. Studies carried by NIQFAR
researchers have shown that this plant presents antiinflammatory, analgesic and antidiabetic
properties, and it is therefore a plant with potential application for the development of
phytotherapies. The aim of this work is to develop semisolid preparations containing
hydroalcoholic extract of S. trilobata, and to evaluate its in vivo antiinflammatory activity. The
extracts were prepared by turbo-extraction using hydroalcoholic solution as solvent, and
characterized by physical-chemical assays and chromatography (TLC). The solvent was
evaporated to obtain concentrated extract. Emulsified pharmotechnic bases were developed
(cream), with hydrophilic characteristics (gel and PEG) and hydrophobic characteristic
(unguent), containing concentrated extract The preparations were submitted to previous
stability studies (freeze-thaw cycle) and accelerated stability studies (storage at room
temperature, fridge and oven). The anti-inflammatory activity was evaluated through the ear
edema method, induced by croton oil with topic application of 0.5 g of the preparations (with
or without extract). As positive control, a preparation containing 1 mg/g dexamethasone was
applied. The irritation potential of the formula was determined through the in vitro method of
diffusion in agar. The extracts presented organoleptic and physical-chemical characteristics,
within the limits found in the extraction process standardization study. Of the formula
developed, the gel proved to be physically unstable when the plant extract was added. After
the previous stability tests, the cream, unguent and PEG preparations containing
concentrated extract proved to be stable in relation to the physical-chemical and organoleptic
characteristics, except for the PEG containing extract, which presented a non-characteristic
odor. The products submitted to the accelerated stability tests proved to be stable during the
90 days of study, in different storage environments. In the in vivo anti-inflammatory activity, a
significant dose-dependant inhibition was observed for all the preparations. The results
demonstrate that semisolid preparations containing extract of S. trilobata possess anti-
inflammatory properties, without causing irritation, and therefore have therapeutic potential
for use in popular medicine.
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1 INTRODUCAO

As plantas, desde os primérdios dos tempos, sdo fundamentais tanto na
alimentacdo quanto na cura de enfermidades. A sua utilizacdo é uma pratica
generalizada baseada na crenca popular e nas vérias formagfes culturais que as
usam como recurso terapéutico. Acredita-se que entre os motivos que explicam a
opcao pelo seu uso estédo: a insatisfacdo com a eficacia, o custo elevado e os efeitos
indesejaveis dos medicamentos alopéticos, aliados a admiracdo pelos “produtos
naturais”. Tal valorizacdo das plantas ocasionou um crescimento na procura de
informacBes comprovadas cientificamente sobre seguranca e eficacia terapéutica
destas (NIERO et al., 2003).

Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos farmacéuticos
movimenta cerca de US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$ 22 bilhdes sao oriundos
de fontes naturais, 25 % de plantas, 13 % de microorganismos e 3 % de animais
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; NIERO et al., 2003).

Indiscutivelmente, as terapéuticas modernas, compostas por um enorme
namero de farmacos com acdes especificas sobre diversos sitios, ndo teriam
atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse o auxilio dos produtos
naturais, especialmente o derivado de plantas superiores (CALIXTO, 2001).

Segundo Schenkel, Gosmann e Petrovick (2004), as plantas e os extratos
vegetais foram e continuam sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizacéo
de compostos ativos como prototipos para o desenvolvimento de farmacos, como
para a obtencdo de adjuvantes ou, ainda, de medicamentos elaborados
exclusivamente a base de extratos vegetais, os medicamentos fitoterapicos.

A fitoterapia constitui uma forma de medicina que vem crescendo visivelmente
ao longo dos anos e talvez o principal fator a contribuir consideravelmente para o
crescimento em questdo consista na evolugcdo dos estudos cientificos,
particularmente os estudos quimicos e farmacoldgicos, que comprovam, cada vez
mais, a eficacia das plantas medicinais, principalmente aquelas empregadas na
medicina popular com finalidades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

O setor fitoterapico movimenta anualmente R$ 1 bilhdo em toda sua cadeia
produtiva e emprega mais de 100 mil pessoas no Brasil. A Convencao das Nagdes
Unidas declara que a conservacdo e 0 uso sustentado da biodiversidade é
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fundamental para atender as necessidades de salde e alimentacdo da crescente
populacional mundial. A Organizacdo Mundial de Saude afirma que 80 % da
populacdo mundial utilizam a fitoterapia no atendimento primario a saude (ABIFITO,
2006).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-se a

Sphagneticola trilobata (Acmela brasiliensis, Wedelia paludosa), pertencente a
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver preparacdes fitoterapicas semi-solidas contendo extrato de S.
trilobata (A. brasiliensis; W. paludosa) (Asteraceae) e verificar a agdo antiinflamatéria

destas preparacdes in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

» Obter extratos hidroalcodlicos das partes aéreas da planta;

» Caracterizar os extratos preparados;

» Otimizar preparacfes farmacéuticas semi-solidas (pomada, creme e
gel) contendo extrato bruto;

» Verificar a estabilidade das preparacdes semi-solidas desenvolvidas;

* Verificar a acdo antiinflamatéria das preparacdes semi-solidas in vivo
no modelo de edema de orelha em camundongos;

* Analisar in vitro o potencial de irritagcdo cutanea das preparagdes

semi-sélidas desenvolvidas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Historico dos medicamentos fitoterapicos

Os farmacos, de origem vegetal e mineral, sdo mais antigos que o proprio
homem. A doenca e o instinto de sobrevivéncia do homem, através dos tempos,
levaram-no a sua descoberta. O uso dos farmacos, ainda que na forma bruta, data
de antes dos primeiros registros histéricos, porque o instinto do homem primitivo de
aliviar a dor de uma ferida banhando-a em agua fria ou sedando-a com uma folha
fresca, ou ainda, protegendo-a com lama faz parte do dominio das lendas. Com a
experiéncia, o homem primitivo aprendeu que algumas terapias eram mais efetivas
qgue outras, e assim a pratica da terapia com farmacos remonta tempos imemoriais
(ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005).

Devido a paciéncia e ao intelecto dos arquedlogos, os tipos de farmacos
empregados no inicio da histéria da quimioterapia ndo sao indefiniveis, como se
poderia esperar. InUmeras placas, papiros e outras reliquias que datam de 3000 a.C.
foram reveladas e decifradas (ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005).

Talvez o mais famoso desses achados arqueolégicos seja o papiro de Ebers
(referente ao egiptdlogo alemédo Georg Ebers), do antigo Egito, que fazia menc¢des
ao emprego de plantas medicinais, assim como relatos diversos de grandes vultos

da histéria da medicina, como Hipocrates (460-377 a
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3.2 Desenvolvimento de fitoterapicos

Fitoterapico € um medicamento obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como, a sua reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. Sua eficacia e seguranca € validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizagcdo, documentagcdes tecnocientificas em publicacdes
de ensaios clinicos fase 3. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que,
na sua composicao inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as
associacOes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2004).

A situacao brasileira apresenta alguns aspectos peculiares. Detentores da
maior diversidade vegetal do mundo, contando com mais de 55 mil espécies
catalogadas (de um total estimado de 350 a 550 mil), sendo cerca de 1100 ja
estudadas para uso medicinal (e 590 ja registradas para comercializacéo), ainda
carece de aprimoramento em pesquisas, principalmente sobre o conhecimento
botanico, uso sustentado e na manutencdo da propriedade intelectual (SIMOES et
al., 2004).

Para que um medicamento fitoterapico possa ser registrado e prescrito pela
classe médica, sdo necessarios estudos cientificos, seguindo os mesmos critérios
utilizados para o desenvolvimento dos medicamentos sintéticos, visando confirmar
sua seguranca e eficacia clinica. Assim, etapas como estudos farmacologicos pré-
clinicos, estudos toxicolégicos em animais (agudo e crénico), estudos clinicos (fase
I, fase Il e fase lll), devem ser realizadas, utilizando-se protocolos cientificos rigidos,
segundo critérios aceitos internacionalmente (YUNES; CALIXTO, 2001).

Dentre as vantagens dos fitoterapicos podemos citar a possibilidade de ter-se
efeito sinérgico entre os diferentes compostos que compdem o fitocomplexo. De
maneira geral, as plantas apresentam varios compostos com efeitos similares e a
associacdo de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares diferentes
apresenta menor risco de efeitos colaterais. Considerando que os compostos ativos
apresentam-se em concentracdes reduzidas nas plantas, os riscos de efeitos
secundarios ndo desejaveis sdo muito menores, assim como também sdo menores
0S custos com pesquisa. Enquanto a descoberta e desenvolvimento de um novo

farmaco envolvem investimentos altissimos, cujo custo varia entre 300 a 500 milhdes
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de dolares, o desenvolvimento de um novo fitoterapico pode ser obtido a custos
muito menores (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

Ao contrario do que € observado com os medicamentos sintéticos, o controle
de qualidade, a padronizacdo e a estabilizacdo dos medicamentos fitoterapicos,
constituem uma tarefa bastante complexa, embora possivel atualmente, em funcéo
dos avancgos crescentes alcancados nos métodos analiticos de alta resolucéo
(CALIXTO, 2001). Diversas estratégicas podem ser seguidas visando encurtar tais
tempos, tanto no cultivo quanto na extracdo, identificacdo ou padronizacdo (DE
SMET, 2002 apud ACHE, 2005). Logo, os estudos de um novo medicamento
fitoterapico costumam ser divididos em importantes etapas sequenciais, como
descrito: (CAPASSO; 1ZZO; PINTO, 2000; LAPA et al., 2004; SONAGLIO et al.,
2004) a sequir:

a) Etapa botanica e agronébmica - relativas a identificacdo da planta, parte
empregada para obtencdo do material (farmacogeno), manejo e coleta. Ha
muitas vantagens em se trabalhar com plantas cultivaveis, ndo sé do
ponto de vista ambiental, protegendo ecossistemas sensiveis ao
extrativismo, mas da producdo e da qualidade, através do fornecimento
abundante e reprodutivel. Existem alguns pontos criticos nesta fase: se a
planta é selvagem ou cultivada, se a disponibilidade € decrescente ou
crescente, se existe ou ndo a manipulacdo agrondémica, a identificacao
botanica, a variacdo do fornecimento, a melhora genética, o controle de

qualidade e o0 manuseio pos-colheita.

b) Etapa fitoquimica — etapas de isolamento, elucidacdo estrutural,
identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, auséncia de

contaminantes e padronizacdo dos marcadores quimicos.

c) Etapa de desenvolvimento de metodologias analiti  cas — necesséria a
avaliacdo da qualidade do produto fitoterapico, garantindo, assim, a
constancia de acgéo terapéutica e a seguranca da utilizacdo, mediante a
avaliacao do teor de substancia ou grupo de substancias ativas e do perfil
gualitativo dos constituintes quimicos de interesse, presentes na matéria-

prima vegetal, produtos intermediarios e produto final e também avaliacéo



20

das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos produtos

tecnologicamente transformados.

d) Etapa farmacéutica - relacionada ao preparo da forma farmacéutica para
administragdo, com a garantia da qualidade e uniformidade da amostra,

assim como com sua estabilidade durante os testes pré-clinicos e clinicos.

e) Etapa de ensaios bioldgicos pré-clinicos - relacionada aos ensaios
farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolégicos em animais de

laboratério.

f) Etapa clinica ou etapa de ensaios na espécie hum ana — etapas como
estudos farmacoldgicos pré-clinicos, estudos toxicolégicos em animais
(agudo e crbnico), estudos clinicos (fase I, fase Il e fase Ill), devem ser
realizadas, utilizando-se protocolos cientificos rigidos, segundo critérios
aceitos internacionalmente (YUNES; CALIXTO, 2001).

A transformacdo tecnolégica do material vegetal para um produto
tecnicamente elaborado, que pode ser intermediario ou acabado, implica a utilizagdo
de operacdes de transformacdo tecnoldgica. Essas operacdes se inserem na
producdo de forma sequencial, constituindo um ciclo de processamento tecnologico
coerente cujo produto final € o fitoterapico. As operacdes de transformacdo podem
ser classificadas, de forma geral, em: operagfes preliminares, que incluem a divisdo
e classificacdo, operagcoes de extragdo, de purificagdo, de concentracdo e de
secagem (SONAGLIO et al., 2004).

As formas farmacéuticas semi-soélidas, tais como pomadas ou cremes de
consisténcia elevada, sdo destinadas a aplicacdo sobre a pele. Nestas, as matérias-
primas vegetais incorporadas abrangem desde as sélidas, como extratos secos e
pos, semi-sélidas, como os extratos moles, até as liquidas, como solucdes extrativas
nos mais diversos sistemas solventes (SONAGLIO et al., 2004).

Segundo a Resolucdo RDC n. ° 48, de 16 de marco de 2004 sobre o registro
de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004), o fitoterapico devera:

» apresentar a bula, o modelo de rétulo e embalagem conforme a
legislacdo vigente; a bula deve informar a parte utilizada da
planta, a composicdo do medicamento, indicando a relacéo real
em peso/volume da matéria-prima vegetal utilizada e a
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correspondéncia em marcadores e/ou principios ativos quando
conhecidos;

apresentar resultados do estudo de estabilidade acelerada de
trés lotes utilizados nos testes, acompanhados dos estudos de
estabilidade de longa duragdo em andamento ou ja concluidos,
todos de acordo com o guia de estabilidade de medic



22

DC., Prodr. 5: 538 (1836); Wedelia paludosa DC. y latifolia DC., Prodr. 5: 538 (1836);
Wedelia paludicola Poepp. & Endlich., Nov. Gen. Sp. 3: 50 (1845); Seruneum
trilobatum (L.) Kuntze, Revis. Gen. Pl. 1: 365 (1891), nom. lllegit; Wedelia trilobata
(L.) Hitchcock, Rep. Missour Bot. Gard. 4: 99 (1893); Stemmodontia trilobata (L.)
Small, FI. S. E. U. S. 1262, 1340 (1903); Wedelia brasiliensis (Spreng.) S. F. Blake,
Contr. U. S. Natl. Herb. 26: 250 (1930),comb. lllegit baseado em Acmella brasiliensis
Spreng; Complaya trilobata (L.) Strother, Syst. Bot. Monogr. 33: 14 (1991);
Thelechitonia trilobata (L.) H. Rob. & Cuatrec., Phytologia 72: 142 (1992) (HIND,
2006).

Quanto a origem do nome, Wedelia é devido a homenagem a Georg
Wolfgang Weddel (1645-1721), que foi professor em Jena (Alemanha) e paludosa é
referente ao adjetivo latino "paludosa”, porque a planta adequa-se em ambientes
umidos. Existem outras sinonimias populares para a planta como: picdo-da-praia,
pseudo-arnica, margariddo, pingo d’ouro, mal-me-quer-do-brejo ou simplesmente
vedélia (CORREA, 1984; KISSMANN; GROTH, 1992).

A familia Asteraceae possui distribuicdo cosmopolita, sendo a maior familia
de Eudicotiledéneas, com aproximadamente 1600 géneros e 23000 espécies. No
Brasil a familia também esta bem representada, ocorrendo aproximadamente 300
géneros e 2000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005).

E uma planta herbacea (Figura 1), prostrada, radicante nos nds, caule
castanho-avermelhado, esparsamente piloso; folhas opostas, curto-pecioladas,
membranaceas, pilosas nas duas faces, mais pronunciadamente na dorsal,
estreitada em direcdo a base acima do meio, provida de dois pequenos lobos
laterais e um terminal, maior e denteado, 6 cm de comprimento e 3 cm de largura;
peciolo semicilindricos, ciliado, com 4 mm de comprimento; capitulos solitarios,
longo-pedunculados, axilares; pedunculo piloso, 10 cm de comprimento; bracteas
involucrais foliaceas, em 2 séries, pilosas no dorso, 8-12 mm de comprimento;
receptaculo conico, carnoso, paleaceo; flores amarelas, as marginais femininas,
cerca de 13, como corola ligulada, trilobada no apice, com 8 mm de comprimento e
hermafroditas, com corola tubulosa; estilete da flor feminina com os ramos glabros,
carnosos, obtusos, semicilindricos; anteras negras, de base sagitada; aquénio
tdrgido, triquetro, glabro, estreitado na base, com papus ciatiforme de 1 mm de
comprimento (CORREA, 1984; KISSMANN; GROTH, 1992).
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Figura 1 : Partes aéreas de S. trilobata (L). Pruski.

Esta planta, nativa do Brasil, € amplamente encontrada em varias regiées do
pais, incluindo o estado de Santa Catarina. Ocorre de forma espontanea,
principalmente em praias, lugares sombrios, Umidos e terrenos baldios. Muitas
vezes € cultivada para cobertura de barrancos e margens de caminhos e como
ornamental, pois forma um vasto “colchdo” verde com vistosas flores amarelas
durante quase todo o ano, mais pronunciadamente no verdo (CORREA, 1984;
KISSMANN; GROTH, 1992; MICHALAK, 1997).

3.3.2 Estudos fitoquimicos

Estudos fitoquimicos com S. trilobata demonstraram o isolamento e
identificacdo de alguns compostos, como o acido caurendico e alguns de seus
derivados (ROQUE et al.,, 1987; CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 1995;
BATISTA; CHIAN; OLIVEIRA, 1999), duas lactonas sesquiterpénicas
(eudesmanolide lactona 1 e eudesmanolide lactone 2) (FERREIRA et al., 1994), o
3B-O-acil-olean-12-em-28-o0l, o estigmasterol, glicosideos de estigmasterol ésteres
alifatico, uma mistura de 3B-D-glicopiranosilsitosterol e 3B-D-
glicopiranosilestigmasterol (CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2001), friedelan-
3B-ol (BATISTA; CHIAN; OLIVEIRA, 1999), luteolina e paludolactona (BLOCK,
1997).
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A analise fitoquimica indicou que as raizes apresentam a maior concentracao
de compostos de natureza terpénica, esteroidal e fendlica (flavondides) com
auséncia de alcaloides, enquanto as flores produzem diferentes flavondides que néo
sao encontrados nas outras partes da planta (BLOCK, 1997). Um destes flavondides
foi identificado como a chalcona coreopsina (RODRIGUES et al., 1998).

As diferentes partes da planta (raiz, caule, folha e flor) possuem perfis
cromatograficos distintos, indicando uma constituicdo quimica diferente entre elas,
porém com alguma similaridade em relacéo a alguns compostos (BLOCK, 1997).

A analise do perfil cromatografico por HRGC/FID (High Resolution Gas
Chromatography Flame lonization Detection), de diferentes partes de S. trilobata
(raiz, caules, folhas, flores) na fracdo hexano, demonstrou que a maior concentracao
do acido caurendico esta nas raizes (6,65 mg/g da planta seca) (BRESCIANI;
CECHINEL FILHO; YUNES, 2000). Este estudo confirma estudos anteriores em
cromatografia em camada delgada (CCD) (BLOCK, 1997). O &cido caurendico foi
identificado por co-injecdo de amostra auténtica de acido caurendico. Verificou-se
que ha outros compostos, comuns em todas as fracdes, presumivelmente um
diterpeno do tipo caureno, ainda ndo identificado. Também se observou varios picos,
os quais foram identificados como uma mistura de esterdis ou triterpenos, incluindo
estigmasterol, acetato 3-amirina e acido oleandlico (BRESCIANI; CECHINEL FILHO;
YUNES, 2000; BRESCIANI, 2003).

A Figura 2 apresenta a estrutura molecular do acido caurendico pertencente a
classe dos diterpenos, 0s quais possuem um esqueleto tetraciclico rigido. O acido
caurendico, no inverno, participa como precursor (intermediario) da biossintese das
giberelinas, fitohorménios, que atuam no crescimento de varias plantas, alguns
metabdlitos de fungos e de alcaldides triterpenos, que atuam no crescimento das
plantas, principalmente no seu florescimento (GUISALBERTI, 1997; BRESCIANI,
2003). Acido Ent-16-cauren-19-oico ou acido caurendico é um dos mais importantes

membros desta familia, com inUmeras propriedades biolégicas (BRESCIANI, 2003).
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H,C COOH

Figura 2 : Estrutura molecular do acido caurenaico.

Os terpendides séo sintetizados de unidades acetato e dividem origem com
os acidos graxos diferindo por serem ciclicos.

Bresciani e colaboradores (2004) avaliaram a concentracdo do &cido
caurenoico, nas folhas, flores, sementes, raizes em diferentes esta¢cdes do ano. Os
resultados indicaram que a concentracdo de acido caurendico é mais alta nas raizes
e sementes durante o outono. Noutro estudo de Oliveira, Sant’ana e Bastos (2002),
realizado com cascas da arvore de Annona glabra, foi também verificado a alta
ocorréncia de &cido caurendico no outono.

Em um estudo de Batista, Braga e Oliveira (2005) verificou-se que S. trilobata
€ a planta onde foi encontrada a maior quantidade de acido caurendico e acido
grandiflorénico em comparagcdo com outras plantas (Mikania glomerata, Annona
glabra, Xylopia aromatica, Xylopia brasiliensis). Com exce¢do das sementes de
Xylopia frutescens, arvore encontrada somente na regido amazobnica, nenhuma
variacdo sazonal significante foi observada e € uma boa fonte destes diterpenos
biologicamente ativos ao longo de todo o ano.

S&o conhecidos cerca de 4 mil flavondides naturais e em geral sao
encontrados nas fragdes mais polares, como acetato de etila (agliconas) e butandlica
(flavondides glicosados). Alguns compostos apolares, como a luteolina, sao
extraidos com cloroformio ou diclorometano (NIERO, 2000). A luteolina (Figura 3) é

um flavonoide presente nas folhas e flores de S. trilobata (BLOCK, 1997).
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Figura 3 : Estrutura molecular do flavondide luteolina.

Carvalho, Carvalho e Ferreira (1995) isolaram o composto estigmasterol das
flores de S. trilobata. Através da cromatografia em camada delgada comparativa
com extratos das diferentes partes da planta, utilizando uma amostra auténtica do
flavondide luteolina e revelada com FeCl;, demonstraram que este flavondide esta
presente nas folhas e flores e ausente nas raizes e caules. Compostos de natureza
fendlica também foram detectados por CCD nas folhas e flores com Rf préximo ao
da isoquercitina utilizada como amostra auténtica (BLOCK, 1997; BRESCIANI;
CECHINEL FILHO; YUNES, 2000).

Os flavonoides s&o conhecidos por serem sintetizados por plantas em
resposta a infecgbes microbianas, justificando assim sua ag¢ao antimicrobiana frente
a varios microorganismos. Esta atividade se da provavelmente devido a habilidade
de complexacdo com a parede bacteriana. Os flavonoides mais lipofilicos podem
lisar a membrana microbiana (COWAN, 1999).

Os flavondides tém grupos hidroxila sobre seu anel B o0 que aumenta mais sua
atividade contra microorganismos, do que flavonas com grupo —OH néo ligados ao
anel. Este fato levanta a hipotese de que o0 mecanismo de acdo seja em nivel da
membrana plasmatica. Compostos lipofilicos podem interromper a estrutura da
membrana microbiana e a maior hidroxilacdo do composto pode levar a maior
atividade antimicrobiana por aumento de toxicidade aos microorganismos (COWAN,
1999).

Os compostos fenodlicos hidroxilados atuam possivelmente por inibicdo de
enzimas através de reagBes com grupos sulfidrilas e por interacdes inespecificas
com proteinas, embora nao tenha sido comprovada uma relacdo entre o grau de
hidroxilacédo e a atividade toxica (WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001).

Através de dados espectrais de *H e **C-RMN foram isolados e identificados
sete compostos: &cido caurendico (fragdo hexanica), Iluteolina (fracdo

diclorometano), acido caféico (principal metabdlito secundario), acido protocatético,
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coreopsina, butina e buteina (fracdo acetato de etila). Estes permitiram obter um
perfil quimico da planta, sendo que o controle de qualidade foi feito com as
diferentes partes da planta nas quatro estacdes do ano, estabelecendo-se o acido
caurendico como padrdo para as fracdes apolares, tendo este apresentado uma
grande variacdo na sua concentragdo. Tanto o extrato metandlico bruto quanto uma
fracdo semipurificada de S. trilobata onde estdo presentes os compostos butina e
buteina demonstraram interessante efeito antinitrosante frente a morfolina. As
analises feitas com os extratos AE (acetato de etila) das diferentes partes da planta
(caule, folha, flor e raiz), indicam que apenas nas folhas e flores sdo encontradas os
guatro compostos tomados como padrdes (acido caféico, butina, buteina e
coreopsina). Levando em consideracdo que 0s quatros sdo compostos fendlicos, e
que a literatura descreve varias atividades relevantes para este tipo de compostos,
como antioxidante, antiinflamatdrio e antimutagénico, o ideal seria coletar apenas as
folhas e flores (BRESCIANI, 2003).

Cechinel Filho e colaboradores (2004) identificaram mais um constituinte ativo

da S. trilobata, uma lactona chamada paludolactona (Figura 4).

Figura 4 : Estrutura molecular da paludolactona.

Em relacdo ao oOleo volatil de S. trilobata, este € composto por uma mistura de
a-pineno (35,9%), limoneno (21,3%), pineno (3,1%), germacreno-B (11,8%), entre
outros (CRAVEIRO; MATOS; ALENCAR, 1993).
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3.3.3 Plantas do género Wedelia

Devido a grande utlizacdo do género Wedelia pela populacdo, foram
realizadas muitas investigacdes quimicas e bioldgicas com algumas espécies, a fim
de se comprovar cientificamente as suas propriedades terapéuticas alegadas pela
medicina popular.

Seis eudesmanolides e dois derivados do &cido ent-caurenodico foram isolados
de W. trilobata (BOHLMANN et al., 1981). Uma série de di e triterpendides foram
obtidos e caracterizados na planta inteira de W. buphthalmiflora (SCHTEINGART;
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aprovacao em oOrgdos competentes, marketing até a comercializacdo (SOUZA et al.,
2003).

Diversos efeitos biolégicos tém sido descritos para a S. trilobata incluindo
antinoceptivo (BLOCK et al., 1998a), tripanossomicida (ALVES; CHAVES; SANTOS,
1995; BATISTA; CHIAN; OLIVEIRA, 1999; VIEIRA et al., 2002), hipoglicemiante
(NOVAES et al., 2001), antimicrobiano (CORDEIRO, 1998; RODRIGUES et al.,
1998; VIEIRA; TAKAHASHI; BOAVENTURA, 2001), antifangico (SARTORI et al.,
2003); antiespasmodico (SCHLEMPER et al.,, 1998; DE BORTOLI, 2000),
antiinflamatério (BLOCK et al., 1998a; CECHINEL FILHO, 2000); hipoglicemiantes
(BRESCIANI; CECHINEL FILHO; YUNES, 2000; NOVAES et al., 2001), bactericidas,
larvicidas (SLIMESTAD et al.,, 1995; WILKENS et al., 2002), antinoceptivo
(MANCZAK et al., 1996; BLOCK et al., 1998a) e € também um potente estimulador
da contracao uterina (PAGE et al., 1992).

Diversos efeitos bioldgicos tém sido atribuidos também ao acido caurendico e
outros caurenos diterpendides como, por exemplo, acdes antibacterianas (ZGODA-
POLS et al.,, 2002); antiagregacao plaquetaria (YANG et al., 2002), analgésicas
(BLOCK et al.,, 1998a), antifungicas (SARTORI et al., 2003; SARTORI, 2005),
relaxante do musculo liso (CUNHA et al., 2003) e hipoglicemiante (BRESCIANI et al.,
2004).

Um estudo com a fracdo hexanica apresentou significante efeito
hipoglicemiante sobre a glicemia de jejum no modelo de diabetes induzido pela
administracdo de aloxano monohidratado. Acredita-se que o acido caurendico,
composto majoritario presente na fracdo hexanica, poderia estar exercendo o efeito
hipoglicemiante. Os animais que foram testados apresentaram alteracdo na
colesterolemia quando comparados com o0 grupo controle (salina). Embora, nas
fracbes de hexano possa ter compostos que atuem reduzindo a agao
hiperglicemiante, estes podem estar, a0 mesmo tempo, alterando o metabolismo de
lipideos, principalmente aumentando a sintese de colesterol. Esse aumento da
colesterolemia pode estar diretamente relacionado a reducéo da hiperglicemia, pois
a glicose pode estar sendo mobilizada para a sintese do colesterol, resultando no
efeito hipoglicemiante (DUTRA; SOARES, 1999; NOVAES et al., 2001).

Bresciani, Cechinel Filho e Yunes (2000) e Bresciani e colaboradores (2004)
avaliaram também a concentracdo do acido caurendico como importante composto

com atividade analgésica e hipoglicemiante. Esses estudos demonstraram que a
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fracdo hexanica da S. trilobata, apresentou significante efeito hipoglicemiante,
promovendo uma reducdo de 26,47 % da glicemia, supostamente devido ao
composto majoritario da fragdo hexanica, o acido caurenaico.

Scheidt (1998) demonstrou que o extrato hidroalcodlico, administrado via
intraperitoneal ou oral, bem como os compostos identificados como luteolina e acido
caurendico apresentaram significativo efeito antinoceptivo em varios modelos de
nocicepcdo quimica, tais como acido aceético, formalina e capsaicina em
camundongos. O extrato das raizes foi cerca de 2 a 4 vezes mais potente do que o
extrato obtido dos caules e folhas da S. trilobata, sendo que o extrato das flores foi
menos potente e menos eficaz que o extrato obtido das outras partes dessa planta,
Ou seja, 0s principios ativos responsaveis pelo efeito dessa planta encontram-se em
maior concentracao nas raizes, ou mesmo, devido a presenca de outros compostos
diferentes.

As fracdes de hexano e de diclorometano, obtidas de S. trilobata, foram mais
ativas no modelo de dor analisado do que as fracfes de acetato de etila e butanol,
sugerindo que 0s compostos mais apolares sdo 0s responsaveis em parte pelo
potencial analgésico da planta. Ja os compostos puros isolados (acido caurendico e
luteolina) sdo os responsaveis, pela atividade analgésica apresentada pelas fracdes
de hexano e diclorometano, respectivamente, sendo mais potentes do que a
aspirina, acetoaminofeno, indometacina e dipirona. Com excecao das flores, todas
as outras partes da planta (raizes, caules e folhas) inibiram de forma dose-
dependente as contorgbes abdominais induzidas pelo acido acético em
camundongos, sendo que o extrato metandlico das raizes foi mais efetivo (BLOCK,
1997; SCHLEMPER et al., 1998).

Além disso, o extrato inibiu o edema de pata de rato induzido pela
carragenina, dextrana e bradicinina, sugerindo potencial antiinflamatério (BLOCK et
al., 1998b). Resultados de Bretzke e Witek (1999) demonstraram que 0s extratos
obtidos da S. trilobata bem como o diclofenaco sodico apresentaram efeito anti-
hiperalgésico significativo quando analisados na hiperalgesia induzida pela injecao
intraplantar de carragenina, substancia P, bradicina e capsaicina. Contudo 0s
extratos utilizados foram mais eficazes que o farmaco utilizado clinicamente
(diclofenaco — 30 mg/kg, i.p.).

A luteolina foi cerca de cinco vezes mais efetiva do que a aspirina e

paracetamol usados como controle positivo, confirmando os usos populares no
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tratamento de processos dolorosos e inflamatérios (NIERO, 2000). Um estudo
comparativo envolvendo as diferentes partes da planta (flores, caules, folhas e
raizes) demonstrou que apenas o extrato das flores nao foi efetivo no combate a dor
produzida pelo acido acético em camundongos (BLOCK et al., 1998a).

Estudos in vitro mostraram que a luteolina, obtida das partes aéreas da planta
apresenta importante efeito antiespasmaédico em musculatura lisa isolada de rata e
cobaia. O mecanismo de acédo antiespasmoédico ainda ndo esta completamente
elucidado, mas acredita-se, pelo menos em parte, ser dependente do bloqueio de
canais de calcio presente nas células da musculatura lisa (DE BORTOLI, 2000).

Maciel (1999) afirma que extratos e compostos analisados foram efetivos em
reduzir de forma significativa a migracao de leucocitos totais bem como, somente de
neutrofilos na cavidade pleural, sem, no entanto, interferir com o extravasamento do
azul de Evans (exsudacdo) causada pela injecdo intrapleural de carragenina.
Provavelmente, os extratos e 0s compostos estudados estejam inibindo fatores
envolvidos na migracdo de células para o sitio inflamatério, sem interferir com a
exsudacao.

Os flavondides, por serem compostos fendlicos, agem como potentes
antioxidantes e formam quelatos com metais. Possuem atividade contra virus,
bactérias, fungos e sdo utilizados na alimentacdo e desenvolvimento animal. Sdo
conhecidos como produtos de sintese das plantas em resposta a infeccdes
microbianas, e tem sido considerada substancia efetiva em sua ac&o antimicrobiana
incluindo de microorganismos patogénicos. Sua atividade € provavelmente devido a
sua capacidade de formar complexos extracelulares e solubilizar proteinase, bem
como, complexar com parede celular bacteriana. Flavondides mais lipofilicos podem
também romper membranas microbianas (COWAN, 1999).

O mecanismo de acéo de atividade antimicrobiana dos terpenos ainda néo é
totalmente compreendido, mas especula-se que envolva a ruptura da membrana
celular por compostos lipofilicos (COWAN, 1999). A avaliacdo da atividade
antimicrobiana S. trilobata foi realizada in vitro, onde s&o selecionadas e utilizadas
cepas catalogadas (padrdao) de géneros e espécies de bactérias e fungos
patogénicos oportunistas e sapréfitas (SCHLEMPER et al., 1998; ZACCHINO, 2001;
SARTORI et al., 2003; SOUZA et al., 2003).

A planta apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram

positivas testadas (Bacillus cereus, Staphylococccus aureus, Staphylococcus
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saprophyticus, Streptococcus agalactiae) e contra os fungos dermatofitos
(Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes)
(SARTORI, 2005).

As fragbes hexano e diclorometano das flores da S. trilobata apresentaram
atividade antibacteriana principalmente contra Bacillus cereus e Staphylococcus
saprophyticus (CIM entre 200 e 1000 ug/mL). Foi verificado semelhante perfil de CIM
contra Bacillus cereus e Staphylococcus saprophyticus para as mesmas fragdes da
planta inteira coletada nos jardins da UFSC e da planta inteira coletada na praia. A
concentracdo bactericida minima das fracdes hexano e diclorometano foram
consideradas entre 500 a 1000 ug/mL para as bactérias Gram positivas testadas
(CORDEIRO, 1998; SARTORI, 2005).

Com excecao das flores, todas as outras partes da planta (raizes, caules e
folhas) inibiram de forma dose-dependente as contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos, sendo que 0 extrato metandlico das raizes foi o
mais efetivo (BLOCK, 1997).

Os compostos puros, acido caurenoico e luteolina, quando testados contra
bactérias Gram positivas apresentaram atividade antimicrobiana, sugerindo que
esses compostos isoladamente ou em conjunto com outros compostos sejam 0S
responsaveis pela atividade antibacteriana da planta em estudo (BLOCK, 1998b;
SARTORI, 2005).

As flores de S. trilobata apresentaram atividade antifingica contra
dermatdfitos, contribuindo para a validacao do uso desta parte da planta na medicina
popular para o tratamento de infeccfes dérmicas pelos dermatéfitos Epidermophyton
floccosum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum. Porém né&o
apresentaram atividade contra leveduras e fungos filamentosos causadores de
micoses sistémicas (ROQUE et al., 1987; SARTORI, 2005).

Segundo Boeck, Sa e Souza (2005) depois de esterificagbes do acido
caurendico com haletos de alquila em KOH-acetona, todos 0s compostos
sintetizados foram submetidos aos testes de inibicdo contra leveduras, hifomicetos e
dermatofitos, mas somente o acido caurendico e os derivados contendo um grupo
carboxilato livre apresentaram atividade moderada frente a dermatofitos.

Foi comprovada a sua acgdo antibacteriana contra Escherichia coli,
Macrococcus luteus e Xanthomonas pelargoni (LWANDE; MACFOY; OKECJ, 1985)
e contra o Bacillus subtilis (SLIMESTAD et al., 1995). Também ha relatos de sua
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propriedade larvicida contra 0 mosquito Aedes aegypti, que é responsavel pela
transmissao da febre amarela e da dengue (SLIMESTAD et al., 1995).

A atividade tripanossomicida de S. trilobata foi comprovada em testes in vitro
e esta relacionada a presenca do acido caurendico na planta, o qual é 100 % eficaz

contra as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi (ALVES; CHAVE
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sulfato de vincristina que apresentou uma ICsy de 0,58 pg/mL (MOTTAKIN et al.,
2004).

Segundo Medeiros e Knoblauch (2004), o potencial irritante ocular e de
mucosas de extratos brutos de S. trilobata, foi avaliado através de metodologias
toxicolégicas alternativas como teste da membrana corion-alantoica (HET-CAM). O
extrato demonstrou uma caracteristica nao irritante comparada a das bases
farmacéuticas utilizadas, reforcando assim o potencial para aplicacbes farmacéuticas
deste extrato.

Estudos de Feiten e colaboradores (2005) indicaram que a administragdo do
extrato hidroalcodlico de S. trilobata durante duas semanas na dose de 2000 mg/kg
para ratas pode causar alteracdes hematologicas, além de interferir no centro da
fome e no metabolismo lipidico, sendo, portanto, um indicativo de toxicidade do
extrato hidroalcodlico da planta.

Segundo estudos de Miguel e Bosco (2005), o Saccharomyces cerevisiae foi
cultivado em diferentes concentracdes do extrato de S. trilobata ou de &cido
acetilsalicilico. A densidade 6ptica e contagem celular foram realizadas a cada hora
durante 8 horas, para cada concentracdo das substancias testadas e a taxa de
proliferacdo determinada na fase logaritmica de crescimento. Uma curva dose
resposta foi obtida pela relacdo da taxa de crescimento relativa em funcdo da
concentracdo do agente quimico, determinando-se assim as doses de 50 % de
inibicdo do crescimento (ICsp). Observou-se que a acdo citotoxica do extrato de S.
trilobata desempenha uma acdo aguda, sendo que posteriormente existe uma
reducdo dos seus efeitos toxicos. Estes resultados foram confirmados uma vez que
ao se avaliar o tempo zero, a concentracdo citotoxica determinada foi de 3,270
png/mL, sendo que este potencial diminuiu para 52,173 pg/mL no tempo de trés
horas. E também devido ao fato de que mesmo apdés um contato inicial minimo,
tempo 0, com concentracdo de extrato a 863 pg/mL, foi observado uma reducgao
significativa de 33 % no numero celular. A concentracdo responsavel pela inibicdo
do crescimento de 50 % das células de Saccharomyces cerevisiae, no tempo de
duas horas, foi uma concentracdo de 52,173 pg/mL. Além disso, ocorreu uma
duplicacdo da populagcdo cumulativa apos 2 horas do inicio do experimento com S.
trilobata, pois este apresentou um valor igual a 1. Assim, apos as duas primeiras

horas foi observada uma reducéo da duplicacdo populacional em fung¢do do tempo,
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visto que no decorrer de 8 horas a DPC (duplicacdo da populagcdo cumulativa) foi de
apenas 1,809.

Ainda sobre a toxicidade da S. trilobata, foi verificado que o extrato
hidroalcoodlico das partes areas da planta foi analisado em duas fases: toxicidade
aguda (um dia) e toxicidade subaguda (15 dias) apdés a ingestdao do extrato. Os
autores concluiram que a DLsp do extrato foi maior que 4000 mg/kg e o tratamento
ndo apresentou nenhuma alteracdo em relagdo ao peso corporal nem mesmo
parametros hematologicos. Ocorreram algumas mudancas no valor da creatinina,
mas nao pode ser relacionado com a dose do extrato. Os resultados sugerem que a
planta pareca ser destituida de efeitos téxicos em ratos (BURGER et al., 2005).

3.4 O Processo Inflamatoério

Inflamacédo é a reagdo dos tecidos vascularizados a lesdo local. Apesar dos
efeitos da inflamacdo serem, muitas vezes, observados como indesejaveis, pois
causam desconforto e sdo desagradaveis, mostram-se em esséncia benéficos,
permitindo ao individuo sobreviver com os efeitos do estresse de cada dia. Sem as
respostas inflamatérias, feridas ndo curariam e infeccdbes menores poderiam
sobrepujar. No entanto, a inflamagdo também produz efeitos indesejaveis. Por
exemplo, os efeitos incapacitantes da artrite reumatdide sdo resultados da
inflamacédo (PORTH; KUNERT, 2004).

Este processo envolve uma complexa sucessado de ativacdes enzimaticas,
liberacdo de mediadores, extravasamento de liquidos, migracdo celular, lesédo
tecidual e reparacéo (VANE; BOTTING, 1996).

De acordo com os diferentes tipos de estimulos envolvidos (infeccéo,
isquemia, interacdo antigeno-anticorpo, traumas, etc.), pode haver pequenas
diferencas nos tipos de resposta, mas sempre seguindo os quatro sinais classicos
descritos por Celso no séc. | d.C. (dor, calor, rubor, edema) (BRUNE, 2004). A
resposta aguda € caracterizada principalmente por vasodilatacao local e aumento da
permeabilidade capilar; a resposta subaguda ou retardada é caracterizada pela
infiltracdo de leucdcitos e fagocitos e a resposta crbnica ou proliferativa por
degeneracéo tecidual e fibrose.
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Uma resposta inflamatéria aguda caracteriza-se por inicio rapido bem como
resolucdo das alteracles tissulares e das lesées num curto periodo de tempo. As
alteracdes podem ocorrer no local do trauma ou de forma sistémica (PORTH;
KUNERT, 2004). As manifestacfes da inflamacdo aguda podem ser divididas em
duas categorias: resposta vascular e resposta celular.

As alteragbes vasculares ou hemodinamicas que ocorrem com a inflamagao
instalam-se quase imediatamente apos a lesdo e iniciam-se através de constricao
momentanea dos pequenos vasos da regido. A vasoconstricdo € seguida
imediatamente pela vasodilatacdo das arteriolas e vénulas que suprem a area.
Como resultado, a &rea torna-se congesta, causando o rubor (eritema) e calor
associado com a inflamacdo aguda. Estas respostas de hiperemia sé&o
acompanhadas do aumento da permeabilidade capilar, permitindo que os fluidos
escapem para dentro dos tecidos, causando inchaco (edema). Dor e incapacidade
funcional seguem-se como resultado do edema tissular e liberacdo de mediadores
quimicos (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

O estagio celular da inflamacdo aguda é marcado pelo movimento dos
leucdcitos para a area de lesdo ou trauma. As primeiras células fagocitarias a
responder sdo principalmente os neutrdéfilos e, possivelmente, outros granulécitos.
Com a continuidade do processo, mondcitos deixam a corrente sanguinea e
maturam, passando a macrofagos no ambiente tissular. Estes fagocitos de vida mais
longa ajudam a destruir 0 agente causador, auxiliam na sinalizacdo do processo de
imunidade especifica e atuam na resolucdo do processo inflamatério. A resposta
celular dos fagécitos consiste na marginagcdo ou pavimentacdo das paredes
capilares por leucdcitos devido ao aumento da adesividade molecular, emigracéo
dos leucacitos, quimiotaxia ou migracao positiva das células para o local da adesao,
além da fagocitose (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Apesar da inflamacao ser precipitada pela leséo, seus sinais e sintomas sao
produzidos através de mediadores quimicos constituindo uma “orquestra biolégica”,
0s quais podem ser classificados de acordo com sua funcdo: aqueles com
propriedades vasoativas e propriedades de contracdo dos musculos lisos, tais como
a histamina, prostaglandinas, leucotrienos e o fator de ativacéo das plaguetas (FAP);
os fatores quimiotaticos, tais como os fragmentos do complemento (C5a) e citocinas
(IL-8); as proteases do plasma capazes de ativar o complemento e 0s componentes

do sistema de coagulacdo, bem como, moléculas reativas e citocinas liberadas dos
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leucdcitos que, uma vez liberadas para o meio extracelular, sdo capazes de danificar
o tecido adjacente (PORTH; KUNERT, 2004).

A histamina €& amplamente distribuida por todo o organismo, sendo
encontrada em alta concentracdo nas plaquetas, basofilos e mastécitos. Provoca a
dilatacdo e aumento da permeabilidade capilar. E um dos primeiros mediadores da
resposta inflamatéria (RANG et al., 2004).

As proteases do plasma consistem nas cininas, complementos protéicos
ativados e fatores de coagulacdo. Uma cinina, a bradicinina, provoca o aumento da
permeabilidade capilar e dor. O sistema de coagulagéo contribui com a fase vascular
da inflamacdo, principalmente através dos fibrinopeptideos formados durante os
passos finais do processo da coagulacdo (RANG et al., 2004).

As prostaglandinas sdo moléculas lipossoluveis onipresentes, derivadas do
acido araquidénico, um acido graxo liberado pelos fosfolipideos da membrana
celular. Diversas prostaglandinas séo sintetizadas do acido araquidénico através da
via metabdlica da ciclooxigenase. As prostaglandinas contribuem com a
vasodilatacdo, permeabilidade capilar, bem como dor e febre que acompanham a
inflamacéo. As prostaglandinas estaveis (PGE; e PGE,) induzem a inflamacéo e
potencializam os efeitos da histamina e outros mediadores inflamatérios. A
prostaglandina tromboxano A2 promove a agregacdo plaquetaria e vasoconstricao
(FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Os leucotrienos consistem nos mediadores quimicos primeiramente
descobertos nos leucécitos e quimicamente, apresentam estrutura triena. Como as
prostaglandinas, sdo formados do acido araquidbnico, porém através da via da
lipooxigenase. A histamina e os leucotrienos sdo complementares em sua acao e
possuem funcdes similares. A histamina é produzida rapida e transitoriamente,
enquanto os leucotrienos mais potentes estdo sendo sintetizados. Um leucotrieno
provoca a contricdo lenta e sustentada dos bronquiolos, sendo um importante
mediador inflamatorio da asma bronquica e das reacdes imediatas de
hipersensibilidade. Os leucotrienos também tém sido descritos como capazes de
afetar a permeabilidade das vénulas pés capilares, as propriedades de adesao das
células endoteliais, bem como a quimiotaxia e extravascularizacdo dos neutrofilos,
eosinofilos e monaocitos (RANG et al., 2004).

Gerado de um complexo lipidico armazenado nas membranas celulares, o

fator de ativagdo plaquetaria (FAP) afeta uma variedade de tipos celulares e induz a
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agregacdo plaquetaria. Ativa os neutrofilos e € um quimioatrator potente dos
eosindfilos. Quando injetado na pele, provoca uma reacdo avermelhada e
arredondada, bem como o infiltrado leucocitario caracteristico das reacfes de
hipersensibilidade. Quando inalado, causa broncoespasmo, infiltrado eosinofilico e
hiperatividade brénquica inespecifica (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

As inflamagbes agudas geralmente sao autolimitantes e rapidamente
controladas pelas defesas do hospedeiro. Por outro lado, a inflamacdo crénica é
autoperpetuante e podem durar semanas, meses ou, mesmo, anos. Podem
desenvolver-se durante o processo inflamatorio agudo recorrente ou progressivo, ou,
ainda, de respostas insidiosas, de baixo grau, geralmente assintomaticas, incapazes
de evocar uma resposta aguda. Apesar de ser dificil definir precisamente, a
inflamacé&o crénica é considerada uma inflamacéo prolongada na qual a inflamacao
ativa, a destruicdo tissular e a tentativa de reparar 0os danos ocorrem
simultaneamente. A inflamac&o cronica surge nas seguintes situacdes: nas
infeccbes persistentes por determinados microorganismos e virus, fungos ou
parasitas; na exposicao prolongada a agentes potencialmente toxicos, exdégenos ou
enddgenos; ou reacdes de autoimunidade, como no caso da artrite. Em contraste
com a inflamagdo aguda, que manifesta alteracdes, edema e infiltrado
predominantemente neutrofilico, a inflamagéo cronica é caracterizada por infiltrado
de células mononucleares, incluindo macréfagos, linfécitos e plasmaécitos, por
destruicdo tecidual induzida pela persisténcia do agente nocivo ou pelas células
inflamatodrias, e pelas tentativas de cicatrizagdo pela substituicAo do tecido
danificado por tecido conjuntivo, efetuado através da proliferagdo de pequenos
vasos sanguineos (angiogénese) e, em particular, fibrose (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Segundo Souza e colaboradores (2003), o objetivo de conhecer melhor a
inflamag&o iniciou as tentativas de reproduzir o fendmeno experimentalmente.
Observacges microscopicas permitiram entender a participacdo da circulacdo e das
células sanguineas no fenbmeno, logo a utilizacdo de modelos experimentais, a
aplicacdo de culturas de células para reproduzir in vitro alguns fenémenos
inflamatoérios e a utilizacdo de técnicas de biologia molecular permitiu caracterizar
melhor o processo inflamatério e as substancias quimicas que dele participam.

O modelo experimental permite a representacdo de um dado fenbmeno em si,

com o minimo de interferéncia de fatores ambientais, genéticos e outros, assim, o
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desenvolvimento de farmacos antiinflamatérios tem se apoiado nos modelos

experimentais de inflamagdo. Os modelos experimentais utilizados em inflamacéo

Sao:
| |

marcacao vascular pelo carvao coloidal em cremaster de ratos;

modelo inflamatério induzido por irritante quimico em cavidades, quimiotaxia
in vivo;

estudo da quimiotaxia de leucécitos “in vitro”;

teste do edema inflamatorio na pata do animal,

avaliacdo histopatoldgica da inflamacéo;

modelo experimental com laminulas de vidro;

experimentos com substancias quimicas embebidas em diferentes estruturas;
estudo da angiogénese;

modelos de inflamagao por mecanismos auto-imune;

inflamagdes por agentes infecciosos;

edema de pata induzido por carragenina ou dextrana;

teste na permeabilidade capilar induzida pelos mediadores da inflamacéo;
pleurisia induzida por carragenina e

teste do edema inflamatdrio na orelha do animal induzido por 6leo de créton
(LAPA et al., 2002) o modelo de edema induzido na orelha de camundongos
por agentes irritantes, como o 6leo de créton (Croton tiglium L.), € utilizado na
pesquisa da em especial atividade de agentes antiinflamatorios de uso topico,
mas responde também a administracdo sistémica de antiinflamatérios
esteroidais. A fisiopatogenia do edema induzido pelo TPA (acetato de
tetradecanoil-forbol), um dos componentes responsaveis pela acéo irritante ao
Oleo de croton, parece ser exercida entre outros mediadores, pelos produtos

da cicloxigenase, histamina e serotonina (LAPA et al., 2002).

3.5 Antiinflamatérios

Os antiinflamatorios estdo entre os farmacos mais empregados na medicina

atual. Mais de 30 milhdes de pessoas no mundo tomam todos os dias, algum tipo de

antiinflamatorio, sendo 40 % delas com mais de 60 anos (10 a 25 % das pessoas

com mais de 60 anos estdo em uso ou usaram recentemente um antiinflamataério)
(STENMEYER, 2000).
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Os principais farmacos antiinflamatérios sédo os corticéides e o0s
antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) (RANG et al., 2004).

Os corticoides sdo hormonios sintéticos que mimetizam ac¢des do cortisol
endogeno, hormdnio secretado pela zona glomerular da glandula adrenal, com acéo
predominante sobre o metabolismo glicidico. As pesquisas farmacolégicas nos
glicocorticéides geraram um grande numero de glicocorticdides com diferentes
poténcias, alguns atributos especiais e amplo uso terapéutico (FUCHS;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Os corticoides inibem a fosfolipase A2, reduzindo a sintese do acido
araquiddnico. Suas principais acfes se déo via inducdo da sintese de um peptideo,
a lipocortina, a qual blogueia a liberacdo de TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-1[, assim como a
inibicdo da inducdo de COX-2 pela IL-18 (VANE, 1995; VANE; BOTTING, 1996;
FERREIRA, 2002).

A lipocortina media a expressao do gene da NO sintetase indutivel, mas néao
participa da inibicdo da expressdo da COX-2 indutivel, também observada como
acdo dos corticoides. Tal acdo se da através da ativacdo de receptores
citoplasmaticos de corticoides, que regulam a transcricdo de alguns genes, entre
eles os que expressam a COX-2 e NO (VANE, 1995; VANE; BOTTING, 1996).

Os glicocorticéides séo indicados para o uso tépico nas seguintes afeccoes:
dermatoldgicas, respiratorias, oculares, articulares e de tecido conjuntivo (FUCHS;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Sdo exemplos de glicocorticoides: hidrocortisona, prednisolona,
dexametasona, betametasona entre outros (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA,
2004).

Por vias cutaneas e mucosas, corticoides sao prescritos sob forma de
cremes, pomadas, solucdes, géis, fitas oclusivas, unglentos e pastas para uso
odontoldgico (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Os agentes antiinflamatérios néo-esteroidais (AINES) estdo entre os agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados no mundo inteiro (RANG et al., 2004). Eles
possuem propriedade analgésica, antitérmica, antiinflamatoéria e antitrombdética. Sua
acdo decorre da inibicdo da sintese de prostaglandinas e tromboxano, efetuada
mediante a inativacdo das cicloxigenases constitutiva (COX-1) e induzivel (COX-2).
A primeira € responsavel pela protecdo fisiolégica das prostaglandinas em sitios

gastricos e renais. A segunda surge nos locais da inflamacdo. A inibicdo da
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7

cicloxigenase 1 é, pelo menos em parte, responsavel por alguns dos efeitos
adversos dos AINES, como as toxicidades renal e gastrintestinal (FUCHS;
WANNMACHER; FERREIRA, 2004).

Na atualidade, existem mais de 50 AINES diferentes no mercado, porém
nenhum deles € ideal para controlar ou modificar os sinais e sintomas da inflamacéao,
particularmente aqueles observados nas doencas articulares comuns (RANG et al.,
2004). Os AINES podem ser divididos em duas classes:

a) inibidores nao-seletivos de COX, como por exemplo, o acido acetilsalisilico,
indometacina, piroxicam, diclofenaco, ibuprofeno e,

b) os inibidores seletivos de COX-2, como por exemplo, o etodolaco, a
nimesulida e celecoxib;

Tendo como sitio de acdo o sistema enzimatico das cicloxigenases, os AINES
nao inibem a via das lipoxigenases, ndo suprindo, portanto, a formacdo de

leucotrienos que também contribuem para inflamacdo. Também poucos interferem
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* miscelanea: sulfato de glicosamina, aescina, dimetilsulféxido (DMSO),

benzocaina, mentol, sprays gelados;

Diversos sédo os estudos que visam determinar e quantificar a absorcao
cutdnea e os diferentes niveis de penetracdo e concentracdo tecidual de
antiinflamatorios em diferentes modelos experimentais: Hadgraft e colaboradores
(2003) estudaram a permeacéo de ibuprofeno com amostras de pele humana tendo
como resultado a absorgéo linear de 4 a 25 % em 48 h; Escribano e colaboradores
(2003) realizaram um estudo com amostras de pele humana e diclofenaco tendo
como resultado uma absorcédo variavel com a formulacdo; Sloan e colaboradores
(2003) fizeram uma revisdo e abordagem teodrica sobre liberacdo transdérmica
concluindo que para balanco entre solubilidade lipidica e aguosa é necesséario uso
de ésteres. Paolino e colaboradores (2002) realizaram um estudo de permeabilidade
do cetoprofeno a partir de diferentes bases e verificaram que as microemulsdes
promoveram maior absorcdo do farmaco (HALPERN; 1994; HEYNEMAN et al.,
2000; SLOAN et al., 2003 apud ACHE, 2005).

O agente em questao deve, necessariamente, penetrar nas camadas da pele,
podendo ser absorvido ao tecido-alvo apenas quando atingir suas camadas
inferiores e, eventualmente, sofrer também absorcdo em nivel sistémico. Um
balanco entre solubilidade lipidica e aquosa € necessario para otimizar a penetracao
cutanea, e o uso de pro-farmacos na forma de ésteres parece melhorar tal processo.
(RANG et al., 2004).

A concentracdo local do farmaco € fundamental para sua acédo, sendo
empregado por alguns autores um indice baseado na relacdo entre concentracdo
local e resposta clinica para a avaliacdo dos antiinflamatérios tépicos (RANG et al.,
2004).

3.7 Antiinflamatérios de origem vegetal

Nas ultimas décadas tem-se verificado o crescimento dos conhecimentos
tanto do processo inflamatério em si como de potenciais substancias que possam,
de alguma forma, interferir com o mesmo, muitas delas de origem vegetal
(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003).
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Muitos metabdlitos secundarios derivados de plantas ja foram identificados
interagindo direta ou indiretamente com mediadores inflamatérios como os
metabdlitos do acido araquiddnico, peptideos, citocinas, aminoacidos excitatérios,
entre outros; na producdo de segundos mensageiros (cGMP, cAMP, cinases de
proteinas, calcio), com fatores de expressdo ou de transcricdo (AP-1, NF-KB) e na
expressdo de moléculas pro-inflamatérias como NO sintetase (NOS) indutivel, COX-
2, citocinas (IL-1B, TNF-a), neuropeptideos e proteases (CALIXTO; OTUKI;
SANTOS, 2003).

Entre os mais estudados, podemos citar o curcumin (derivado da Curcuma
longa), o resveratrol (uma fitoalexina polifenol presente principalmente na casca de
uva), alguns flavonéides como a baicaleina (Scutellaria baicalensis Georgi), cirsiliol
(Achillea fragantissima Forssk), silimarina (Silybum marianum), rutina, quercetina,
wogonin, apigenin, galanina, morina, narigenina, hamamelitanina, gingketina (Ginkgo
biloba), tectorigenina (Belancanda chinensis); algumas acetofenonas isoladas de
Helichrysium italicum; os triterpenos pentaciclicos (lupeol, acido boswelico); as
avicinas (familia de saponinas triterpendides); as saicossaponinas (isoladas da
Scrohularia scorodonia e Bupleurum rigidum); fenilpropandides (Phylirea latifolia),
entre muitos outros (CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003).

Muitos produtos padronizados em uso corrente ja se mostraram capazes de
interferir com a sintese de prostandides, como a Echinacea purpurea, Hamamelis
virginiana, Tanacetum vulgare, Urtica dioica, Arnica montana, Allium sativum,
Angelica sinensis, espécies de artemisia, entre outras (CALIXTO; OTUKI; SANTOS,
2003).

Existem outras plantas com atividade antiinflamatoria de uso tépico. Segundo
ZANELLA (2005), o creme contendo o extrato hidroalcodlico (EHA) de Mandevilla
illustris produziu inibicio do edema de forma dose-dependente, verificou-se,
também, que a adicdo de adjuvantes de permeacdo na composi¢do do creme nao
aumentou o efeito farmacolégico. Como observado, o0 mesmo perfil farmacolégico
obtido com o creme, foi verificado quando se trocou a base farmacotécnica para gel
houve também reducdo do edema de forma dose-dependente, sobressaindo o efeito
do controle positivo dexametasona.

Segundo Aché (2005), o edema de orelha causado por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) foi significantemente inibido pelo 6leo volatil de

Cordia verbenacea (300-600 mg/kg, v.o., 60 min). Embora o tratamento com o 6leo
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nao tenha alterado o aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO) induzido por
TPA ou o0 edema de orelha causado pelo acido araquidénico.

Bastos (2006) verificou que Ipomoea pes-caprae e Rubus imperialis através
do extrato metandlico bruto e fracdes exibiram propriedade antiinflamatéria quando
avaliado através de trés modelos de inflamacdo: o modelo de edema de pata
induzido por carragenina, o modelo de artrite induzida por adjuvante de Freunds e o

modelo do edema de orelha induzido por 6leo de croton.

3.8 Testes in vitro

Uma preocupacdo crescente na industria de farmacos € evitar possiveis
reacoes adversas nos usuarios de seus produtos. Afinal, o consumidor é muito mais
critico quanto a irritagdo cutdnea provocada por um medicamento topico.

Considera-se reacao adversa qualquer sinal ou sintoma desencadeado por
um produto farmacoldgico utilizado de maneira correta (FISHER, 1995). Entre as
reacoes adversas cutaneas provocadas por medicamentos destacam-se a dermatite
eczematosa de contato, urticaria, acne e manchas (SAMPAIO; RIVITTI, 2000).

O potencial de irritacdo de um produto depende de uma série de variaveis:
componentes utilizados, concentracdo dos componentes, absor¢do, quantidade
aplicada, estado da pele, modo e frequéncia de aplicacdo, e efeito cumulativo
(DOOMS-GOOSSENS, 1993).

Os riscos a serem avaliados para as matérias-primas e medicamentos sdo do
tipo irritativo, alergénico e sistémico, este Ultimo, essencialmente por meio de sua
absorcéo oral ou permeacéo (ANVISA, 2003).

Esses modelos de irritacdo citados a seguir (ANVISA, 2003), s6 podem ser
contemplados como modelos experimentais de “triagem”, ou seja, de carater

preliminar.

a) Avaliacao do potencial de irritagcdo ocular

Através de um conjunto de métodos in vitro HET-CAM (teste em ovo de
galinha - membrana corioalantdide), BCOP (permeabilidade e opacidade de cérnea
bovina), citotoxicidade pela difusdo em gel de agarose, citotoxicidade pelo método

do vermelho neutro, citotoxicidade pelo método do MTT (vermelho neutro), RBC
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(“red blood cell system”), agrupam-se informacdes que oferecem subsidios para

garantir a seguranca do produto a nivel ocular.

b) Avaliacdo do potencial de irritagcdo cutanea

A utilizacdo do teste de corrosividade com modelo de pele reconstituida ja é
considerado uma metodologia validada. No entanto, este modelo é mais utilizado em
ensaios com insumos, mas, nao atende as necessidades de avaliagdo de produtos

acabados.
c) Avaliacdo do potencial fototdxico
O teste de fototoxicidade é definido como uma resposta téxica clara depois da

primeira exposicdo da célula com agentes quimicos e posterior exposicdo a

irradiacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

4.1.1.1 Material vegetal

A planta (partes aéreas) foi cultivada no Horto Medicinal do Curso de
Farmacia da UNIVALI (ltajai — SC) e coletada na primavera/2004 pelo Professor
Rene Artur Ferreira. A amostra coincide com a exsicata depositada no Herbario
Barbosa Rodrigues (HBR) — (Itajai —SC) sob o cédigo V.C. Filho 002.

4.1.2 Reagentes, solu¢des, outros materiais e matér  ias-primas

- 6leo de croton;

- acetona;

- dexametasona;

- hexano

- acetato de etila;

- placa de cromatografia silica-gel60 F,s4 (20x20);
- metanol;

- acido caurendico;

- anisaldeido sulfurico;

- bicarbonato de sodio;

- estreptomicina;

- L-glutamina;

- meio Eagle modificado por Dulbecco;
- 4gua purificada (MilliQ®);

- soro fetal bovino;

- agar;
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- MTT ou brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium ou vermelho

neutro, corante vital;

4.1.3 Vidrarias e equipamentos

- aparelho micrémetro digital - Mitutoyo®;

- autoclave Samrello®;

- balanca analitica - Marte®;

- balanca de secagem IV - Mettler Toledo® HB13;

- balanca - Ohaus Analytical Standart®;

- balanca semi-analitica - Marte®;

- banho-maria - Abcamp® BMA-654);

- banho-maria - Marconi® MA 127;

- bomba a vacuo;

- chapa de aquecimento - Quimis®;

- dessecador com silica;

- estufa com 5 % de CO,, 85 % umidade relativa e 37+ 1C Jouan ®.
- estufa de cultura - Orion® 502 C;

- estufa - Olidef® cz;

- fluxo laminar - Veco®;

- geladeira - Consul® compact 120;

- microondas Panasonic family;

- micropipeta;

- moinho Cemar® com abertura de malha de 3mm;
- pHmetro Digimed®/DM20;

- placas de cultivos de células (fibroblastos L929) de seis pocinhos TPP®;
- rota-evaporador Quimios®;

- sistema de filtracéo esterilizante - Millipore®;

- tamisador Bertel®;

- tamises 1400, 850, 500, 300,150 pm;

- triturador - Marconi®;

- ultra-centrifuga - Fanem® Micro 243;

- viscosimetro rotacional - Haake® VT 550 tipo cilindrico co-axial e cone-placa
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4.2 Metodologia

4.2.1 Tratamento do material vegetal

A planta foi coletada na primavera/2004, com posterior secagem em estufa a
40°C, por 24 - 48 horas, e trituradas em moinho de facas Cemar® com abertura de
malha de 3 mm.moagem, tamisacao (0,150 — 2,0 mm). A selecdo granulométrica das
particulas obtidas foi realizada usando-se tamises com abertura de malha superior a

0,150 mm e inferior a 2,0 mm.

4.2.2 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

A caracterizagdo da matéria-prima vegetal foi acompanhada através da
determinacdo de parametros de acordo com a Farmacopéia Brasileira (1988) e os

testes foram realizados em triplicata.

4.2.2.1. Caracteristicas macroscoépicas

A planta coletada foi comparada a partir de suas caracteristicas
macroscopicas com a exsicata da planta depositada no Herbario Barbosa Rodrigues
(HBR) em lItajai (SC), sob o cédigo V.C. Filho 002.

4.2.2.2 Analise granulométrica

Para a determinacdo da granulometria dos poés foi utilizado o método da
tamisacdo, em tamises com aberturas de malha de 1400, 850, 500, 300 e 150 pm
empilhados sobre o coletor em ordem crescente.

Cerca de 100 g da planta pulverizada foram colocadas no tamis de maior
abertura de malha e, em seguida a pilha de tamises foi agitada a 60 vibracdes por
segundo durante 15 minutos. Ao término da tamisagdo a quantidade de po que
restava em cada tamis e no coletor foi pesada. Para o célculo do tamanho médio das
particulas, empregou-se a equacdo 1 (ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005), e o

resultado foi expresso em mm.
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_ X(%retida) x(abertmédig
100

d eq. 1

Onde: d = didametro médio aritmético (mm);
% retida = a porcentagem da fracéo retida em cada tamis;
AM = abertura média da malha (mm) = a média do intervalo de cada classe

granulométrica

4.2.3 Obtencéao do extrato
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9=0, _0’4(t _to) €q. 2

Onde:

g = grau alcodlico na temperatura experimental

go= grau alcodlico na temperatura de graduacédo do alcoémetro (20 °C) - valor lido no
alcodmetro.

t = temperatura experimental

t, = temperatura da graduacéo do alcoémetro

0,4 = constante

4.2.4.2 Determinacao do residuo seco dos extratos

Inicialmente foi pesado o cadinho de porcelana vazio previamente dessecado
e a seguir adicionou-se 1,0 g do extrato mole da planta, evaporando-se o solvente
em chapa de aquecimento. O cadinho contendo o residuo foi dessecado em estufa a
100 + 5 T por aproximadamente 3 horas, e por fim, resfriou-se em dessecador por
aproximadamente 30 minutos. Antes da primeira pesagem os cadinhos contendo os
residuos foram novamente levados a estufa por mais 30 minutos, e pesados apés
manté-los em dessecador por aproximadamente 30 minutos. Este dltimo ciclo de
dessecacao, resfriamento e pesagem foram repetidos até obter peso constante.

Repetiu-se os ultimos 3 tOpicos até obter peso constante e calculou-se o

residuo seco através da equacéo 3:

ma

RS(%) = —=2 X100 eq. 3

Onde: m, = massa de residuo seco obtida

m, = massa extrato inicial
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4.2.4.3 Determinacéo do pH dos extratos

A determinacado do pH foi realizada em potencidémetro calibrado com solucdes
tampdao de fosfato e acetato, pH 7,0 e 4,0, respectivamente no extrato liquido e no

extrato mole com fita reativa.

4.2.4.4 Determinacao da densidade relativa do extrato liquido

A determinagcdo da densidade relativa do extrato liquido foi realizada em
picndmetro. Primeiramente, pesou-se o picnémetro limpo e seco, obtendo-se a
massa do picnédmetro vazio, depois o picnébmetro foi preenchido com a solucdo
amostra e pesado, repetindo 3 vezes esta operagdo. O mesmo procedimento foi
realizado com agua por 3 vezes.

A densidade relativa (dr|, g/mL) foi calculada utilizando a equacéao 4.

d _ mpicnﬁmetro_com_amostra - mpicnﬁmetro_vazio 4
rel — eqg.
m m

picndmetro_agua picndmetro_vazio

4.2.4.5 Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos

A analise quimica qualitativa foi realizada por cromatografia em camada
delgada, em cuba saturada, utilizando-se, como suporte gel de silica e como sistema
de eluicdo, uma mistura de hexano e acetato de etila (95:5). As amostras foram
aplicadas (cerca de 1 pL) com capilares na forma de manchas circulares
sequencialmente, a distancia néo inferior a 0,5 cm das bordas laterais e inferior.
Introduziu-se a cromatoplaca na cuba, colocando-a na posi¢cdo tdo préxima da
vertical quanto possivel, de modo tal que os pontos de aplicagéo ficassem acima do
nivel do eluente. Fechou-se a cuba e para o desenvolvimento do cromatograma até
que o eluente atingisse o limite. Ap0s a secagem, a temperatura ambiente,
procedeu-se a revelacdo com anisaldeido sulfurico e posterior aguecimento da placa

cromatografica.
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Como amostras foram aplicadas extratos concentrados nas suas diversas
variacdes e acido caurendico como substancia padrao.
Em uma outra CCD comparou-se a concentracdo do marcador &cido

caurenodico (P) e dos extratos hidroalcodlico e concentrado.

4.2.4.6 Caracteristicas fisicas do extrato

As caracteristicas fisicas do extrato foram analisadas quanto a cor e odor
através de inspecao sensorial.

4.2.5 Otimizacao das preparacdes semi-sélidas conte  ndo extrato de S. trilobata

Nesta etapa foram preparadas bases farmacotécnicas semi-sélidas (50 Q)
emulsiva (creme), de caracteristica hidrofébica (pomada), caracteristica hidrofilica
(pomada de PEG e gel) nas quais foi incorporado o extrato de S. trilobata depois da
devida levigacdo do mesmo com propilenoglicol.

A preparacao semi-solida do tipo creme foi preparada pelo método de fuséo e
emulsificacdo. Os componentes ndo misciveis em agua foram aquecidos em banho-
maria a aproximadamente 70 a 75 € (fase A ou fase oleosa). Enquanto isso, uma
solucdo aquosa de todos os componentes termoestaveis e hidrossoliveis foi
preparada com a quantidade de agua especificada na férmula e aquecida até a
temperatura dos componentes oleosos (fase B ou fase aquosa). A seguir, a solugao
aguosa foi lenta e continuamente acrescentada a mistura oleosa fundida, com
agitacdo constante, mantendo-se sob aquecimento por 1 minuto para evitar a
cristalizagdo da parte oleosa. A seguir, manteve-se lenta agitacdo fora do
aguecimento até que a mistura se solidificasse.

A preparacédo semi-solida do tipo gel foi preparada pelo método da disperséao.
A quantidade de agua especificada na formula foi aquecida para dissolver o
conservante. Nesta solucao, dispersou-se 0 agente viscosificante e acrescentou,
ainda a quente, o umectante. Ap6s homogeneizagdo, resfriou-se com agitacdo
constante até aumento da consisténcia.

A preparacédo semi-solida do tipo pomada hidrofilica de polietilenoglicol (PEG)

foi preparada também pelo método da fusdo, pesando-se os polimeros, fundidos
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conjuntamente, em banho-maria a aproximadamente 70 a 75 T e resfriados com
agitacdo constante até consisténcia firme.

A preparacado semi-solida do tipo pomada lipofilica foi preparada pelo método
da fusdo, no qual, todos os componentes da pomada foram pesados, misturados ao
serem fundidos, em banho-maria a aproximadamente 70 a 75 T e resfriados a
temperatura ambiente com agitacao constante até consisténcia firme.

Os extratos foram levigados com propilenoglicol e incorporados nas bases em
trés diferentes concentracoes.

O acondicionamento das preparacdes semi-sOlidas foi feito em potes
plasticos.

Através da analise dos aspectos fisicos, como homogeneidade e
consisténcia, definiu-se que apenas as preparacdoes semi-sélidas do tipo creme,
pomada e pomada de PEG contendo extrato de S. trilobata fossem submetidas a
estudos prévios de estabilidade.

As preparacfes semi-solidas desenvolvidas receberam as seguintes siglas:

Creme — STS1,; STS1A; STS1B e STS1C

Pomada lipofilica — STS2; STS2A; STS2B e STS2C
Pomada hidrofilica — STS3; STS3A; STS3B e STS3C
Gel — STS4; STS4A; STS4B e STS4C

Onde: STS faz referéncia as preparagdes semi-solidas

1, 2, 3 e 4 — fazem referéncia ao tipo de base: creme, pomada lipofilica,
pomada hidrofilica e gel, respectivamente;

A, B e C — fazem referéncia as trés diferentes concentracdes de extrato

incorporadas nas bases semi-solidas.

As siglas sem as letras (STS1, STS2, STS3, STS4) denominam as

preparagdes sem extrato.

4.2.6 Estudos prévios de estabilidade

As preparacdes semi-solidas (creme, pomada e pomada de PEG) contendo

extrato de S. trilobata foram submetidas a estudos prévios de estabilidade, onde
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para o estresse térmico foi utilizado estufa em temperatura de 40 + 2 C e geladeira
com temperaturade 5+ 2 C.

As amostras (em triplicata) foram sucessivamente intercaladas de 24 em 24
horas, nas temperaturas ja descritas acima em um periodo de 96 horas, sendo
avaliadas no tp (tempo zero = 24 horas apdés o preparo) e tempo final (tgs). As

amostras foram submetidas as analises descritas a seguir:

4.2.6.1 Caracteres organolépticos

Os caracteres organolépticos avaliados foram a homogeneidade, cor, brilho e
auséncia de grumos e precipitados. Os testes foram realizados através da

visualizacao e percepcao direta.

4.2.6.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada em pHmetro digital Digimed DM-20

calibrado com solugdes tampéo de fosfato e acetato, pH 7,0 e 4,0, respectivamente.

4.2.6.3 Centrifugacéo

A estabilidade ap0s estresse mecanico foi verificada em ultracentrifuga, onde,
as amostras foram colocadas em tubos do tipo eppendorf e submetidas a 3500 rpm
por 15 minutos. A seguir, as amostras foram analisadas visualmente quanto a

separacao ou ndo de fases das preparacdes semi-solidas (SANCTIS, 1999).

4.2.6.4 Espalhabilidade

Uma placa-molde circular de vidro com diametro 20 cm e 0,2 mm de espessura
(Figura 5) foi colocada sobre placa suporte de vidro (20 cm x 20 cm). Sob estas
placas posicionou-se uma folha de papel milimetrado. A amostra foi introduzida no
orificio da placa e a superficie foi nivelada com espatula. A placa molde foi
cuidadosamente retirada e sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso
pré-determinado. Apos um minuto foi calculada a superficie abrangida, através da

medicdo do didmetro em duas posi¢cdes opostas, com posterior célculo do diametro
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médio. Este procedimento foi repetido acrescentando-se novas placas em intervalos
de um minuto, registrando-se a cada determinacdo a superficie abrangida e o peso
da placa adicionada até a obtencdo de valores constantes. A espalhabilidade (Ei),
determinada foi calculada através da equacao 5, segundo metodologia descrita por
Knorst (1991) e citada por Miller e Guterres (1999).

Ei =d?xm/ 4 eq. 5
Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para o peso (mm 2)

d = didmetro médio (mm)

O teste de espalhabilidade baseia-se na resisténcia ao movimento forcado.
Os resultados de espalhabilidade correspondem a relagdo entre a é&rea de
espalhamento conseguido com a aplicacdo de forca sobre o produto e o esforgo
limite, relacdo esta que corresponde ao fator de espalhabilidade em mm?/g.

Por esforgo limite entende-se o peso em gramas das placas a partir do qual o

produto ndo mais espalha mesmo quando se aplica mais esforgo.

~

It ; 1

lomad =

Figura 5: Placa-molde circular de vidro usada para determinacao
da espalhabilidade de preparacdes semi-solidas.
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4.2.6.5 Comportamento reologico

A andlise do comportamento reolégico foi efetuada em um viscosimetro
rotacional Haake® VT 550 tipo cilindro-coaxial e cone-placa, & 25 °C, em repouso por
100 s (rotagéo nula).

Primeiramente colocou-se a amostra sempre na mesma quantidade. Na
primeira etapa, a rotacdo variou de 0-80/s por 180 s. Nesse intervalo de analise
foram coletados 100 dados de maneira linear. Foram dispensados 30 segundos
(rotacdo nula) nessa velocidade de cisalhamento, e apds foram coletados mais 100
dados. Apds os 30 s da rotacdo nula a velocidade variou de 80-0 s por 180 s

coletando-se mais 100 dados retornando, assim, até o seu ponto estatico.

4.2.6.6 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram feitas cromatografias em camada delgada das preparacdes semi-
sélidas antes e apds o teste prévio de estabilidade (tp € tgg). Como controle usou-se
o marcador acido caurendico (P) e extrato concentrado. A analise foi realizada
conforme procedimento descrito no item 4.2.4.5.

4.2.7 Estudos de estabilidade acelerada

Um outro lote das amostras (creme, pomada e pomada de PEG) contendo
extrato de S. trilobata foi submetido, em triplicata, aos estudos de estabilidade de
trés meses, analisando-se nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 dias, em trés ambientes:
temperatura ambiente, geladeira (5 £ 2 C) e estufa (40 +2 C). A estabilidade fisica
e fisico-quimica das preparacdes foi acompanhada através das seguintes andlises:
caracteres organolépticos, pH, estabilidade apds estresse mecanico (centrifugacéo),
espalhabilidade, viscosidade e CCD, de acordo com os métodos descritos nos itens
4.2.6.1.a4.2.6.6.
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4.2.8 Avaliagdo da atividade antiinflamatéria  in vivo

As preparacbes semi-solidas contendo o extrato de S. trilobata foram
avaliadas quanto a acao antiinflamatéria em camundongos através do método de

edema de orelha induzido por 6leo de créton (LAPA et al., 2002).

4.2.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos “Swiss” machos pesando entre 25 — 35 g,
criados e mantidos no biotério da Universidade do Vale do Itajai. Os animais foram
mantidos a temperatura de 22 + 3 T, em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
acesso a agua e racdo ad libitum, menos no decorrer do experimento. Os animais
foram mantidos no laboratério, 1 hora antes da realizacdo dos experimentos para
aclimatacdo, sendo que os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas internacionais para o estudo com os animais de laboratério. O niamero de
animais utilizado no experimento foi de no minimo 24 (vinte e quatro), que foram
distribuidos em grupos de 6 (seis) animais por tratamento.

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UNIVALI e
aprovado conforme o parecer consubstanciado em data de 18/08/2005, cadastro n°

361/05 e aprovado para a pesquisa.

4.2.8.2 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

A atividade antiinflamatéria foi testada no edema agudo de orelha apos
aplicacao topica de 20 pL de oleo de créton 2,5 % (V/V) em acetona, tendo como
controle a orelha contralateral administrado com o mesmo volume de acetona. Os
animais foram tratados topicamente com 0,5 g das preparacdes semi-solidas: creme,
pomada e pomada de PEG com dexametasona 1 mg/g (controle positivo), com
extrato de S. trilobata e também sem extrato (controle negativo), 30 minutos antes
da aplicacdo topica do mediador do processo inflamatério. Apds quatro horas da
aplicacdo do agente flogistico mediu-se a diferenca da espessura (mm) do edema

usando-se micrémetro digital (Figura 6), tomadas como indice de edema.
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Figura 6 : Verificacdo do edema de orelha induzido por Oleo de Créton
com auxilio de micrémetro digital (BASTOS, 2006).

4.2.8.3 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrao da média para
cada grupo de experimentos. Os dados estatisticos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o
método de Dunnett, quando apropriado. Valores de p<0,05 foram considerados
indicativos de significancia. Os testes foram realizados utilizando o programa
GraphPad® (Prisma).

4.2.9 Teste de irritacdo cutanea

Foi realizado teste de irritacdo cutanea das preparacdes semi-sélidas (creme,
pomada e pomada de PEG) contendo extrato de S. trilobata através do teste de
difusdo em &gar (segundo SIGMA 200308).

4.2.9.1 Procedimento para o preparo do meio de cultura D-MEM 2X concentrado

Foram dissolvidos 0,37 g de bicarbonato de sédio; 0,1 g de estreptomicina;
0,089 g de L-glutamina e 0,96 g D-MEM em 50 mL de agua purificada, sob agitacédo
constante; corrigindo o pH a 7,4. Posteriormente, adicionou-se vermelho neutro em
concentracao final de 0,01 % e em fluxo laminar acrescentou-se 5 mL de soro fetal
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bovino (5 %) e fez-se a esterilizacdo por filtracdo (0,22 um) com membrana de

celulose.

4.2.9.2 Procedimento para o preparo de agarose 2X concentrada

Dissolveu-se 1,75 g de agar em 50 mL de agua purificada. Colocou-se no
microondas para solubilizagéo do meio, sendo posteriormente esterilizado a 120°C
por 20 minutos na autoclave deixando esfriar até aproximadamente 60 T antes de

utilizar.

4.2.9.3 Preparacao das camadas de agar: D-MEM

Em fluxo laminar, a mistura dos dois meios foi colocada nas placas de 6
pocos estéreis contendo 1 x 10° células de fibroblasto L929, foi removido o meio de
cultura D-MEM desprezando-o e substituindo o meio pela mistura dois meios
preparados, meio agar (2X) e meio D-MEM (2X), em volumes iguais. Posteriormente,
foram plagqueados 3 mL/poco e mantidos em estufa com 5 % de CO,, 85 % umidade
relativa e 37 = 1 C por 24 horas.

Apbs 24 horas, foram aplicadas as preparagfes semi-solidas (creme, pomada
e PEG) (triplicata), em discos com 0,5 cm de diametro e os controles positivo (latex)
e 0 controle negativo (meio de cultura), e avaliado apos 24 horas em estufa com 5 %
de COy, 85 % umidade relativa e 37 +1 C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do material vegetal

A verificagdo da autenticidade do material vegetal através de ensaios de
identificacdo € imprescindivel no desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos. A
autenticidade da droga pode ser verificado através de ensaios de identificacédo
macro e microscopicos assim como métodos cromatograficos, como a cromatografia
em camada delgada.

O material usado neste trabalho foi comparado, a partir de suas
caracteristicas macroscopicas, com a exsicata da planta depositada no Herbario
Barbosa Rodrigues (HBR) — Itajai —SC, sob o cédigo V.C. Filho 002.

Conforme descrito na literatura e apresentado nas Figuras 7 e 8, a S. trilobata
€ uma planta herbacea com caule castanho-avermelhado, folhas opostas, curto-
pecioladas e membranaceas, apresentando pélos nas duas faces, mais
pronunciadamente na dorsal, estreitada em direcdo a base acima do meio provida
de dois pequenos lobos laterais e um terminal, maior e denteado. Possui receptaculo
cbnico, carnoso com flores amarelas, como corola ligulada, trilobada no apice
(CORREA, 1984; KISSMANN; GROTH, 1992).

Figura 7 : Partes aéreas de S. trilobata.



61

Figura 8 : Folhas de S. trilobata.

O material vegetal, constituido das partes aéreas de S. trilobata, empregado
neste trabalho, foi coletado na primavera de 2004 e submetido a secagem e
pulverizacao.

O p6 obtido (Figura 9) foi submetido & analise granulométrica a fim de obter
dados quantitativos sobre a distribuicdo de tamanho e a forma do material vegetal
utilizado. Na obtencdo de solucbes extrativas o tamanho das particulas pode
influenciar principalmente na velocidade de dissolugdo dos ativos presentes na

droga vegetal.

Figura 9: P6 de S. trilobata.

A distribuicdo granulométrica do p6 foi realizada usando o método de
tamisacdo, no qual as particulas sdo passadas por agitagdo mecanica através de
uma seérie de tamises de tamanho conhecido e sucessivamente menor,
determinando-se a proporcao de pd que passa através de cada tamis ou que fica
retido (ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005).
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A Figura 10 apresenta a distribuicdo de tamanho das particulas do p6 obtido
apOs processo de moagem. Cerca de 66 % do material apresentou tamanho entre
0,850 e 1,4 mm.

70
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Frequéncia (%)
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<0,15 0,225 0,400 0,675 1,125 1,70 > 2,00
Tamanho (mm)

Figura 10: Distribuicdo de tamanho das partes aéreas de S. trilobata pulverizadas.

Com base nos dados da andlise granulométrica (Tabela 1 e Figura 10) o
tamanho meédio calculado das particulas do p6 foi de 1,089 mm. Segundo a
Farmacopéia Brasileira (1988) o p6 é classificado como grosso, quando as particulas
passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1,70 mm e,
no maximo, 40 % pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 um. O p6 usado
neste trabalho pode ser classificado como muito grosso, se comparado ao descrito

na farmacopéia.
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Tabela 1: Andlise granulométrica do p6 de S. trilobata.

Tamis N° Abertura Intervalo de % Retida % retida x
média (mm) Classe abertura
média
9 > 2,00 1,50 3,0
9/12 1,7 2,00 -1,40 13,55 23,035
12/20 1,125 1,40 -0,850 66,215 74,492
20/25 0,675 0,850 — 0,500 4,545 3,068
25/50 0,400 0,500 - 0,400 9,710 3,884
50/100 0,225 0,300 - 0,150 2,525 0,568
100 < 0,150 1,955 0,293

5.2 Obtencao e analise do extrato de S. trilobata

Fitoterapicos devem ser entendidos como medicamentos e, como tal, &
essencial o conhecimento dos aspectos relacionados com seu ciclo de producéo,
com vistas ao alcance da qualidade desejada, através do estabelecimento de
especificacoes durante a fase de desenvolvimento tecnoldgico.

A qualidade das matérias-primas vegetais ndo garante, por si, a eficacia, a
seguranca e a qualidade do produto final. A seguranca e a eficacia de um
fitoterapico devem ser definidas para cada produto, pois dependem de diversos
fatores, como a metodologia de obtencdo de extratos, a formulacdo e a forma
farmacéutica do produto final, entre outros. Assim, faz-se necessario um controle
rigoroso de todas as etapas do processo, 0s parametros de qualidade da matéria-
prima vegetal devem ser pré-definidos e os procedimentos de preparacdo dos
extratos devem ser padronizados, obtendo-se, assim, os chamados produtos
padronizados (FARIAS, 2004).

A Tabela 2 apresenta os dados de controle em processo realizados com a
solugéo extrativa e o extrato mole obtido. O etanol foi completamente eliminado com

a concentracdo da solucéo e o residuo seco foi de aproximadamente 81 % (m/m).



64

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos dos extratos de S. trilobata.

Parametros Solucao Extrativa Extrato Mole
Grau alcoolico 69,9GL -
Residuo Seco 2,67% 81,56%

pH 6,30 6,30
Densidade 0,91879g/mL -

A Figura 11 apresenta o perfil cromatografico por CCD do extrato mole e da
solucdo extrativa comparado ao padrdo, acido caurendico. Observou-se uma maior
concentragdo do acido no extrato mole e um perfil semelhante entre extrato mole e
solucédo extrativa, podendo predizer que o processo de concentracdo (banho de
agua a 40° C) permite a concentracao da solucao extrativa sem levar a degradacéo

dos principais compostos.

—
Hex/Ae 95 5

Figura 11: Cromatografia em camada delgada do
padrédo acido caurendico (P) e dos extratos de S.
trilobata (1- concentrado e 2- liquido).

5.3 Obtencdo das preparacdoes semi-soélidas contendo extrato de S.

trilobata

A via topica de administracao foi escolhida devido ao uso popular, da planta
S. trilobata, por meio de *“garrafadas” friccionando a pele, visando a acao

antiinflamatéria.
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Nesta etapa foram preparadas bases farmacotécnicas semi-sélidas (50 Q)
emulsiva (creme), de caracteristica hidrofébica (pomada), caracteristica hidrofilica
(pomada de PEG e gel) nas quais foi incorporado o extrato de S. trilobata depois da
devida levigacdo do mesmo com propilenoglicol.

Através da percepcao visual e apos a incorporagdo do extrato verificou-se que
as preparacdes onde foi adicionado extrato de S. trilobata em maior concentracéo
nao se apresentaram estaveis, ou seja, nao ficaram homogéneas, perdendo a
consisténcia, principalmente na preparacdo do tipo gel, onde a incorporacdo dos
extratos nao proporcionou a obtencdo de produtos com boa consisténcia e
homogeneidade. Definiu-se, a partir deste dado, que somente as preparagbes semi-
sélidas do tipo creme, pomada e pomada de PEG contendo extrato de S. trilobata
em concentracao inferior a 5% fossem submetidas a estudos prévios de estabilidade

(ciclo gelo-degelo).

5.4 Estudos prévios de estabilidade

As amostras submetidas ao teste preliminar de estabilidade, creme, pomada e
pomada de PEG sem e com extrato, foram avaliadas quanto a estabilidade fisica e
quimica 24 h apés a sua preparacao (tp) e ao final do estudo (t96y).

A verificagdo da homogeneidade, cor, odor, consisténcia e textura constituem
0 método mais simples para verificar a qualidade do produto. As modificagdes da cor
e do aroma podem dar indicacao de alteracbes quimicas e microbiolégicas (PRISTA;
BAHIA; VILAR, 1995). As caracteristicas organolépticas guardam relacdo com a

integridade e a qualidade de amostras, mas nao podem ser utilizadas com fins
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apresentaram aparéncia e cor com resultados satisfatérios, porém, com um odor
desagradavel. O desenvolvimento de odor nas preparacdes de PEG contendo
extrato de S. trilobata pode estar provavelmente relacionado com a incompatibilidade

dos PEG com compostos fendlicos presentes no extrato (FERREIRA, 2000).

Tabela 3: Resultados do teste de estabilidade prévio referente aos caracteres visuais de
preparacfes semi-solidas contendo extrato de S. trilobata: ciclo estufa: 40 °C/geladeira: 5
°C.

PREPARACAO TEMPO (horas)

SEMI-SOLIDA o tes

STS1 Branco, homogéneo, cheiro Branco, homogéneo, cheiro
caracteristico, pouco brilho caracteristico, pouco brilho
STS1A Verde-claro, Verde-claro,
cheiro caracteristico, pouco brilho cheiro caracteristico, pouco brilho
STS1B Verde-médio, Verde-médio,
cheiro caracteristico, pouco brilho cheiro caracteristico, pouco brilho
STS2 Amarela clara, homogénea, cheiro Amarela clara, homogénea, cheiro
caracteristico, caracteristico,
pouco brilho pouco brilho
STS2A Amarela esverdeada, cheiro Amarela esverdeada, cheiro
caracteristico, pouco brilho caracteristico, pouco brilho
STS2B Esverdeada, homogénea, Esverdeada, homogénea,
cheiro caracteristico, cheiro caracteristico,
pouco brilho pouco brilho
STS3 Branco-transldcido, Branco-transldcido, cheiro
cheiro caracteristico, pouco brilho caracteristico, pouco brilho
STS3A Amarelo-esverdeado, cheiro Amarelo-esverdeado, cheiro
desagradavel, pouco brilho desagradavel, pouco brilho
STS3B Verde, cheiro desagradavel, Verde, cheiro desagradavel,

pouco brilho

pouco brilho

Nota: STS — preparacdo semi-sélida; 1, 2, 3 — creme, pomada lipofilica e pomada hidrofilica,
respectivamente; A e B — concentracdo de extrato nas formulacdes.

A determinacdo do pH € muito importante no estudo de estabilidade, pois
alteracdes nos valores de pH podem ocorrer em funcdo de impurezas, hidrolise,
decomposicao e erro de processo. Esta instabilidade pode ocorrer também devido
ao tempo de estocagem e/ou condicbes inadequadas de transporte e
armazenamento (FERREIRA, 2000; ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005).

O pH e as caracteristicas organolépticas do produto em si permitem observar
se as materias-primas estdo ou ndo sofrendo degradacdo com o armazenamento. O
pH manteve-se estavel, sendo que as pomadas (hidrofébica e de PEG)
apresentaram pH igual a 6 e os cremes apresentaram pH igual a 5, ndo ocorreram
variacdes significativas em relacdo ao pH das preparacdes semi-sélidas formuladas,
sendo um indicativo provavel da ndo formacédo de compostos de degradacéo acidos

ou basicos.
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A centrifugacgédo é considerada um estudo acelerado de estabilidade fisica sob
uma condicdo de estresse que pode ocasionar uma manifestacdo de instabilidade.
Os resultados sdo muito uteis e ndo podem ser assumidos como equivalentes ao
tempo de vida util, mas sendo uma estimativa de possiveis alteracdes no produto
(D'LEON, 2001; BARRY, 2005).

Segundo Sanctis (1999), no teste de centrifugagdo a 3500 rpm por 15
minutos, pode-se prever uma estabilidade fisica para emulsdes de 16 semanas de
repouso. A separacao de fases, principalmente de acumulo de principio ativo no
fundo do tubo, indica que a emulsdo necessita um acerto na quantidade dos agentes
espessantes.

As preparacdes farmacéuticas semi-solidas foram aprovadas no teste de
estresse mecanico em centrifuga, numa rotacdo de 3500 rpm por 15 minutos, nos
dois tempos da andlise (to e tos) ndo havendo separacdo das fases, verificado
através do teste de percepcao direta logo apos a centrifugacdo, indicando uma
razoavel estabilidade das bases frente ao estresse causado.

A espalhabilidade € um parametro que se refere a forca necessaria para
aplicar o produto na pele até que ocorra a total penetracdo (desaparecimento) do
produto. Este parametro esta diretamente relacionado a viscosidade e a composi¢ao
de emolientes.

Este teste, além de verificar qual das bases testadas apresenta melhor
espalhabilidade, tem como objetivo constatar se permaneceram com as mesmas
propriedades de espalhabilidade ap6s o periodo de estocagem, nas diversas
situagdes a que foram submetidas (ALVES, 1999).

Foi observado que entre as preparacfes semi-solidas desenvolvidas, o0s
cremes apresentaram a maior espalhabilidade nos dois tempos de analise (tp € tos)
conforme mostra a Tabela 4. Comparando os cremes-controles no to € no tys, foi
verificado um aumento da espalhabilidade com a adicdo do extrato de S. trilobata,
possivelmente causada pela incorporacdo do extrato, ja que o extrato € um
componente de consisténcia mole. Ja as preparacfes semi-solidas do tipo pomada e

pomada de PEG permaneceram estaveis nos dois tempos de analise.
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Tabela 4: Resultados do teste de estabilidade prévio referente a espalhabilidade
(mm?) de preparacdes semi-sélidas contendo extrato de S. trilobata. Ciclo estufa:
40 °C/geladeira: 5 °C

TEMPO (horas)

PREPARACAO SEMI-SOLIDA to tos
STS1 706,5 1017,36
STS1A 999,82 + 96,53 1194,37 + 52,68
STS1B 1055,69 + 44,10 1363,73 + 82,66
STS2 379,94 314,00
STS2A 374,76+36,04 335,45 + 18,57
STS2B 357,3+9,63 419,57 + 31,77
STS3 379,94 362,86
STS3A 397,92 + 35,32 490,29 + 35,22
STS3B 368,81 + 26,12 392,02 + 26,69

Nota: STS — preparacdo semi-sélida; 1, 2, 3 — creme, pomada lipofilica e pomada
hidrofilica, respectivamente; A e B — concentragdo de extrato nas formulagdes.

A reologia € o estudo das propriedades de fluxo e deformacdo da matéria,
usada para caracterizacdo e classificacdo de fluidos e semi-sélidos (MARRIOTT,
2005). Uma compreensdo adequada das propriedades reoldgicas de materiais
farmacéuticos € essencial a preparacdo, ao desenvolvimento, a avaliagdo e ao
desempenho das formas farmacéuticas (MARRIOTT, 2005).

Foi observado que entre as preparagfes semi-solidas desenvolvidas, as
pomadas apresentaram a maior viscosidade nos dois tempos de analise (tp € tog) €
com 0s menores valores de tixotropia, conforme mostra a Tabela 5. As preparacoes
do tipo creme e pomada de PEG também tiveram a viscosidade elevada, porém
menor em relacdo a pomada. As preparacdes semi-sélidas analisadas sao
substancias com comportamento reolégico ndo-newtoniano, caracterizadas por uma
mudanca na viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento.

Analisando as curvas de viscosidade percebe-se em sistemas newtonianos
que as curvas de ida (processo de agitacdo) e de volta (quando cessa a agitacao)
sdo retas e sempre se sobrepdem perfeitamente. Quando as curvas nado se
sobrepbem, e a curva de volta ocorre em um plano superior a de ida, temos o
fenbmeno chamado de tixotropia, 0 qual esta associado a uma recuperacao lenta da
consisténcia do material perdido pelo cisalhamento. O valor da tixotropia € a
diferenca que ocorre entre estas duas curvas (NETZ; ORTEGA, 2002).

As emulsbes fluidas sdo, em geral, pseudoplasticas, e aquelas que se
aproximam de um aspecto semi-sélido se comportam plasticamente e exibem

acentuados valores de ponto de cedéncia. E comum que os cremes semi-solidos
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sejam viscoelasticos (MARRIOTT, 2005). Comec¢am a fluir quando se aplica uma
tensdo de cisalhamento; portanto, ndo apresentam valor de rendimento. Com o
aumento da tensdo de cisalhamento, a velocidade de cisalhamento aumenta, e

consequentemente, esses materiais sdo chamados de sistemas “de afinamento por

cisalhamento” (ANSEL; POPOVICK; ALLEN Jr., 2005).

Y

Tabela 5: Resultados do teste de estabilidade prévio referente a viscosidade (mPa) de
preparacdes semi-solidas contendo extrato de S. trilobata. Ciclo estufa: 40 °C/geladeira: 5 °C

PREPARACAO VISCOSIDADE TIXOTROPIA
SEMI-SOLIDA (to) (tos) (to) (toe)
STS1A 1190,00 £140,0 1600,00 + 186,81 1691,66 +209, 87 2495,66 * 298,99
STS1B 1176,66 £ 92,91 1446,66 + 165,02 1188,46 + 888,60 2662,66 = 491,53
STS2A 4390,00 + 415,81 3973,33 + 185,02 2162 + 458,27 1516,73 £ 1012,49
STS2B 4933,33 + 175,59 4440,00 + 200,74 3393,66 + 429,33 2537,43 £1756,17
STS3A 3646,66 + 306,64 3313,33 + 371,66 4615,66+ 874,27 5677,66 + 932,84
STS3B 3743,33 £ 298,71 3420,00 + 338,67 4943,33+ 832,17 5551,66 + 604,13

Nota: STS - preparacdo semi-solida; 1, 2, 3 — creme, pomada lipofilica e pomada hidrofilica,
respectivamente; A e B — concentracédo de extrato nas formulacdes.

As figuras de comportamento reoldgico das preparacdes semi-solidas (creme,
pomada e pomada de PEG) estdo no Apéndice B. Neste apéndice foram incluidos
0s comportamentos reoldgicos das formulacdes sem extrato (branco), com extrato,
antes e apos teste prévio de estabilidade (ciclo estufa: 40 T/geladeira: 5 ).

A fim de verificar a estabilidade quimica das preparacdes, foi feita a analise
em CCD dos produtos antes e ap0s as condigdes descritas para o estudo preliminar
de estabilidade.

Foram realizadas duas cromatografias em camada delgada. Na primeira CCD
(Figura 12) comparou-se o padrao acido caurenoico (P) e o extrato concentrado (1)
com as preparacdes semi-sélidas do tipo pomada (2 e 3), creme (4 e 5) e pomada
de PEG (6 e 7) antes do estudo de estabilidade prévia. Foi observado que as
diferentes preparacfes mostraram comportamento de eluicdo diferenciado devido
principalmente a composi¢do das bases. A base do tipo PEG (amostras 6 e 7) ndo
eluiram, mesmo utilizando-se diferentes solventes para preparacdo da amostras e
sistemas eluentes com polaridades diferentes. Foi observado uma melhor separacéo
das preparacdes do tipo pomada (2 e 3) sendo possivel verificar a presenca do

padrao, acido caurendico, das amostras do tipo creme e pomada (2 a 5).
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Figura 12 : Cromatografia em camada delgada do padrdo acido
caurendico (P); (1) extrato concentrado e das

preparacdes semi-solidas: 2 e 3 (STS2A e STS2B); 4
e 5 (STS1A e STS1B); 6 e 7 (STS3A e STS3B).

No cromatograma apresentado na Figura 13 comparou-se o padrdao acido
caurendico (P), o extrato concentrado (1) com as preparac¢des semi-sélidas do tipo
pomada (2 e 3), creme (4 e 5) e pomada de PEG (6 e 7) ap0s o teste de estabilidade

prévia (tgen). Observou-se um ao obtido com as amostras no top.
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Figura 13 : Cromatografia em camada delgada do padrdo &cido
caurendico (P), extrato concentrado e das
preparacdes semi-sélidas apoOs teste prévio de
estabilidade: 2 e 3 (STS2A e STS2B); 4 e 5 (STS1A
e STS1B); 6 e 7 (STS3A e STS3B).
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5.5 Estudos de estabilidade acelerada

Com base nos resultados obtidos e satisfatorios nos estudos de estabilidade
prévia, submeteram-se as preparagfes semi-solidas do tipo creme, pomada e
pomada de PEG ao estudo de estabilidade acelerada.

As preparacdes semi-solidas (creme, pomada e pomada de PEG) contendo
extrato de S. trilobata foram submetidas, em triplicata, aos estudos de estabilidade
de trés meses, fazendo-se avaliagdo nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 dias, em trés
ambientes: temperatura ambiente (T.A.) (15 — 30 C), geladeira (G.) (4 C) e estufa
(E.) (40 ). Foi verificada a estabilidade fisica e fisico-quimica através dos
caracteres organolépticos, pH, estabilidade ap0s estresse mecanico de

centrifugacéo, espalhabilidade, viscosidade e comportamento cromatografico.

5.5.1 Creme

Inicialmente verificaram-se o0s caracteres organolépticos onde foram avaliados
de acordo a aparéncia, cor e odor. Os testes foram realizados através da
visualizagdo e percepcéo direta. Todas as preparacdes, em todos os tempos da
analise, mostraram-se estaveis em relacdo a aparéncia, cor e odor.

Os cremes foram aprovados no teste de estresse mecanico em centrifuga,
numa rotacédo de 3500 rpm por 15 minutos, em todos os tempos de analise, uma vez
que nao houve separacao das fases, mediante o teste de percepcéo direta
imediatamente apdés a centrifugacdo. Tais resultados indicam a estabilidade das

bases frente ao estresse causado.
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Figura 14: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente ao pH dos cremes contendo extrato de S. trilobata
em trés ambientes: temperatura ambiente (T.A.), geladeira
(G.) e estufa (E.). Nota: STS — preparacdo semi-solida; 1—
creme; A e B — concentracdo de extrato nas formulacoes.

Em relacdo ao pH, os resultados demonstram que ndo ocorreram variacoes
consideraveis, mantendo-se os valores iniciais durante o tempo de andlise (Figura
14), sendo um indicativo da ndo formacdo de compostos de degradacdo acidos ou
basicos. Ocorreu uma pequena diminuicdo do pH no tempo de 15 dias (preparacao
sem extrato geladeira) e um discreto aumento no pH no tempo de 30 dias

(preparagédo sem extrato estufa).

1400+ —— STS1 T.A.
1200+ —— STS1 G.

—-
800- STS1A T.A.

\
M = STSIAE.

4004 ——STS1B T.A.
2004 —o— STS1B G.
0 ' ' ' ' ' ' STS1B E.

Figura 15: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a espalhabilidade das preparacdes semi-solidas (creme)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-solida; 1 — creme; A e B — concentracdo de
extrato nas formulacdes.
Foi observado que as preparacfes semi-solidas do tipo creme apresentaram

a maior espalhabilidade de todas as formulacfes preparadas (Figura 15) em todos
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0s tempos da analise assegurando que o produto passa ser de facil espalhabilidade.
As formulagbes apresentaram reducgéo no valor da espalhabilidade, mostrando um
endurecimento das formulacfes, que pode estar relacionado a perda de umidade
durante o acondicionamento ou estabilizacdo dos agentes de consisténcia. O

comportamento foi semelhante para as diferentes formulacdes analisadas.

3000+
—— STS1 T.A.

= 25001 /\/ —+— STS1 G.

T 2000- — STS1E.

= 7 ——— —= STSIATA.

§ 1500+ éj%:’—" —=— STS1A G.

g 1000+ STS1A E.

3 —e— STSIB TA.

> 5007 —e— STS1B G.
0 —_— STS1B E.

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 16: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a viscosidade das preparacdes semi-sélidas (creme)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-sélida; 1 — creme; A e B — concentracdo de
extrato nas formulacoes.

Em relagéo a viscosidade percebeu-se através da Figura 16 que houve um
aumento da viscosidade ao longo do estudo de estabilidade. Os reogramas estéo
apresentados nos apéndices C, D e E. O comportamento viscosimeétrico possui
relacdo com os dados de espalhabilidade apresentados. Embora alguns autores
descrevam que pouca relagdo ha entre a espalhabilidade e viscosidade, através dos
dados obtidos verificou-se que os dados de viscosidade confirmam os dados de
espalhabilidade, ou seja, conforme ocorre um aumento da viscosidade, dificuldade

de fluxo, ha uma reducéo da espalhabilidade dos produtos.
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—— STS2 T.A.
—— STS2 G.
STS2 E.
—=— STS2A T.A.
—=— STS2A G.
STS2A E.
—e— STS2B T.A.
—e— STS2B G.

0 —r————— —— —r STS2B E.
0 15 30 45 60 75 0

Tempo (dias)

Figura 18: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente ao pH das preparacbes semi-solidas (pomada)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-solida; 2 — pomada lipofilica;, A e B -
concentracao de extrato nas formulagdes.

Em relagcé&o ao pH, observou-se que apresentaram maior estabilidade do que
as preparacfes sem extrato (Figura 18). De um modo geral, os valores de pH
mostraram-se estaveis, ocorrendo um aumento do pH no tempo 30 dias (preparacao

sem extrato natemperatura ambiente).

500+
—— STS2 TA.
g 4004 /\ ——STS2G.
S ——— STS2E.
T 3004 - N\ N—— _' —= STS2ATA.
= N—77 —=— STS2A G.
e STS2AE.
T 100- ——STS2B TA.
a ——STS2B G.
0 ' ' ' ' ' . STS2B E.

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 19: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a espalhabilidade das preparacdes semi-sélidas
(pomada) contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes:
temperatura ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota:
STS - preparacdo semi-sélida; 2 — pomada lipofilica; A e B —
concentracdo de extrato nas formulagoes.

As preparagfes do tipo pomada apresentaram a espalhabilidade estavel em

todas as preparacoes feitas (Figura 19), nos diferentes tempos analisados. Assim
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como nos demais ensaios, observou-se maior variagdo na pomada sem extrato na
temperatura ambiente, tempo 15 dias.

8000 —— STS2 TA.
= —— STS2G.
o 60007 STS2E.
= —= STS2A TA.
g 40009 —m— STS2A G.
(5 STS2AE.
3 2000- —e— STS2B T.A.
> —e— STS2B G.
0 e e et STS2BE.

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 20: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a viscosidade das preparacBes semi-soélidas (pomada)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-solida; 2 — pomada lipofilica; A e B -
concentracao de extrato nas formulagoes.

Em relacdo a viscosidade percebe-se através da Figura 20 que houve um
aumento da viscosidade nos diferentes tempos de analise. Estes resultados estdo
de acordo com os dados de espalhabilidade.

Nos apéndices F, G e H encontram-se as tabelas do comportamento
reolégico das preparacdes semi-solidas do tipo pomada: sem extrato (branco) e com
extrato durante o teste acelerado de estabilidade na temperatura ambiente, estufa e
geladeira.
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Figura 21: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a tixotropia das preparacdes semi-solidas (pomada)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-sélida; 2 — pomada lipofilica; A e B -
concentracdo de extrato nas formulagoes.

A Figura 21 apresenta os valores de tixotropia das formulagdes ao longo do
estudo de estabilidade. Observou-se que as preparacdes contendo extrato
apresentaram maior estabilidade quanto aos valores de tixotropia do que as
pomadas sem extrato. As pomadas apresentam menores valores de tixotropia,

assim como de espalhabilidade do que os cremes.

5.5.3 Pomada de PEG

As pomadas do tipo PEG mostraram-se estaveis em relacdo a aparéncia e
cor, porém desenvolveram odor desagradavel, confirmando o método apresentado
em ensaios preliminares de estabilidade.

Por outro lado, foram aprovadas no teste de estresse mecanico em
centrifuga, numa rotacdo de 3500 rpm por 15 minutos, em todos os tempos de

analise, ndo havendo separacao das fases.
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Figura 22: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente ao pH das preparacdes semi-solidas (pomada de PEG)
contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes: temperatura
ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota: STS -
preparacdo semi-sélida; 3 — pomada hidrofilica; A e B -
concentracao de extrato nas formulagoes.

Em relacdo ao pH, observou-se que n&o ocorreram variagdes neste tipo de

preparacao (Figura 22).

1000+
——STS3 T.A.
‘T 8004 —— STS3 G.
E STS3 E.
% 6004 —a— STS3A TA.
2 —=— STS3A G.
g A== —————y STS3AE.
T 00 —e—STS3B TA.
2 —e— STS3B G.
0 . . . . . . STS3B E.

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 23: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a espalhabilidade das preparacdes semi-sélidas
(pomada de PEG) contendo extrato de S. trilobata em trés
ambientes: temperatura ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa
(E.). Nota: STS — preparacdo semi-solida; 3 — pomada hidrofilica;
A e B — concentracao de extrato nas formulacdes.
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Observou-se que as preparacbes semi-solidas do tipo pomada de PEG
apresentaram a espalhabilidade estavel (Figura 23) com um leve aumento nos

diferentes tempos da analise.

Figura 24: Resultados do teste de estabilidade acelerado
referente a viscosidade das preparacdes semi-sélidas (pomada
de PEG) contendo extrato de S. trilobata em trés ambientes:
temperatura ambiente (T.A.), geladeira (G.) e estufa (E.). Nota:
STS - preparacdo semi-sélida; 3 — pomada hidrofilica; A e B —
concentracdo de extrato nas formulagoes.

Em relacéo a viscosidade, a Figura 24 mostra que houve um leve aumento da
viscosidade em cada tempo de analise.

Nos apéndices I, J e K encontram-se os graficos de comportamento reoldgico
das preparacoes semi-solidas do tipo pomada de PEG: sem extrato e com extrato

durante o teste acelerado de estabilidade: temperatura ambiente, estufa e geladeira.



Em relacs
uma relativa es

contendo extrato

sistema de amq
preparacdes far
acelerada foi con
de estabilidade d
garantia do cons

No apénd

acelerada das pre

0S seus paramet

tixotropia.

5.5.4 Cromatogra

Foram feits

acido caurendico




81

acelerada. As preparagfes semi-solidas foram extraidas com metanol e cloroférmio
e o sistema eluente hexano: acetato de etila (90:10).

No cromatograma apresentado na Figura 26 utilizou-se o padréo &cido
caurenodico (P), extrato concentrado (E) e preparacdes semi-solidas do tipo creme,
onde: 1 e 2 — STS1A temperatura ambiente; 3 — STS1B temperatura ambiente; 4 —
STS1A estufa tgo; 5 — STS1B estufa tgg; 6 — STS1A temperatura ambiente tygo € 7 —
STS1B temperatura ambiente top.

Observou-se que todas as preparacbes apresentaram um perfil
cromatografico semelhante ao extrato concentrado e ao padrao acido caurendico, no
entanto, as preparacdes semi-sélidas ndo mostraram uma eluicdo adequada no
sistema solvente usado. Para bases como PEG, ha necessidade de uso de sistema
de solvente para eluicdo com maior polaridade, porém tal alteracdo possui suas

limitagcdes devido a eluicdo do padréo e do extrato padronizado.

R mik o i el (o Ry

1 27 F e L@g

Figura 26: Cromatografia em camada delgada do padrdo acido
caurendico, extrato concentrado e das preparacdes semi-
sélidas do tipo creme apds estabilidade acelerada. 1 e 2 —
STS1A temperatura ambiente; 3 — STS1B temperatura
ambiente; 4 — STS1A estufa tgy; 5 — STS1B estufa tyy; 6 —
STS1A temperatura ambiente ty; 7 — STS1B temperatura
ambiente ty; 8 — extrato concentrado e 9 — acido
caurendico (padrao).
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O cromatograma das preparacdes do tipo pomada apos teste de estabilidade
(Figura 27) mostra que mantiveram o perfil quimico, sendo um indicio de

estabilidade quimica destas preparacoes.

1% 3 4 5 & T’-ﬂ |

Figura 27: Cromatografia em camada delgada do padrdo &cido
caurendico, extrato concentrado e das preparacfes semi-
sélidas do tipo pomada apoés estabilidade acelerada. 1 e 2 —
STS2A temperatura ambiente; 3 — STS2B temperatura
ambiente; 4 — STS2A estufa ty; 5 — STS2B estufa tyg; 6 —
STS2A temperatura ambiente ty; 7 — STS2B temperatura
ambiente tyo; 8 — extrato concentrado e 9 — acido caurendico
(padréao).

Na terceira CCD (Figura 28) analisou-se o perfil quimico das pomadas de
PEG. Observou-se que as preparacdes do tipo pomada de PEG né&o eluiram por
apresentar uma caracteristica hidrofilica ocorrendo resisténcia na separacdo dos
compostos.
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Figura 28 : Cromatografia em camada delgada do padrdo acido
caurendico, extrato concentrado e das preparacdes
semi-solidas do tipo pomada de PEG apoés
estabilidade acelerada. 1 e 2 — STS3A temperatura
ambiente; 3 — STS3B temperatura ambiente; 4 —
STS3A estufa tgy; 5 — STS3B estufa ty; 6 — STS3A
temperatura ambiente ty,. 7 — extrato concentrado e 8
— &cido caurenoico (padrao).

5.6 Avaliacao da atividade farmacoloégica in vivo

Como padrao, utilizou-se a quantidade de 0,5 g das preparacdes semi-sélidas
as quais foram aplicadas na orelha dos camundongos e a dexametasona utilizada
como controle positivo por ser um dos antiinflamatérios esteroidais mais utilizados
atualmente.

O edema de orelha induzido por 6leo de créton representa um modelo muito
utilizado para estudar atividade antiinflamatéria de farmacos esteroidais e nao
esteroidais (TUBARO, 1985). O modelo estuda a atividade antiedematogénica,
permitindo desta forma avaliar, um dos componentes do processo inflamatério, pois
0 parametro analisado no experimento € a reducao do diametro do edema formado
pelo 6leo de croton.

A fisiopatogenia do edema induzido pelo TPA (acetato de tetradecanoil-
forbol), um dos componentes responsaveis pela acgéo irritante ao 6leo de créton,
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parece ser exercida entre outros mediadores, pelos produtos da cicloxigenase,
histamina e serotonina (LAPA et al., 2002). Desta forma, pode-se sugerir que 0S
componentes quimicos presentes no extrato de S. trilobata possam estar inibindo a
liberacdo dos mediadores do processo inflamatorio ou antagonizando os receptores
farmacoldgicos dos mesmos.

Os resultados estatisticos relacionados com a atividade antiinflamatodria do
creme com extrato (Figura 29/Tabela 6) comparada ao creme-controle negativo, néo
foi significativo. Porém, comparando-se o creme-controle com creme contendo maior
concentracédo de extrato e com 0,1 % de dexametasona (controle positivo) foram
significativos quando p<0,01, sendo que o percentual de inibicdo do edema
utilizando o creme com extrato foi de 59,84 %, valor muito proximo de 63,76 % de
inibicdo do edema utilizando a preparacdo semi-sélida contendo dexametasona 0,1
%. Pobde-se constatar que o0 extrato de S. trilobata exibiu atividade
antiedematogénica de forma significativa e dose-dependente quando incorporado
nas preparacfes semi-solidas do tipo creme contendo extrato.

Estudos desenvolvidos por Zanella (2005) sobre o efeito antiinflamatorio
topico de cremes contendo o extrato hidroalcodlico (EHA) de Mandevilla illustris,
descrevem que o creme produziu inibicdo do edema de forma dose-dependente,
inibindo 17,87 % e 64,30 % do edema quando incorporado na formulagdo em

diferentes concentracoes.
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Figura 29 : Efeito das preparacfes semi-sélidas do tipo creme contendo extrato de S.
trilobata sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton (2,5 % em acetona; 20
uL). Cada coluna representa a média de cinco experimentos, e as barras verticais
indicam os erros padrdo da média. Asteriscos indicam diferencas significantes (**p <
0,01) quando comparados ao grupo controle. Nota: STS — preparacdo semi-sélida; 1
—creme; A e B — concentracdo de extrato nas formulagdes.

Tabela 6: Atividade antiinflamatéria das preparagdes semi-sélidas (creme) contendo extrato
de S. trilobata (método de edema de orelha induzido por 6leo de créton).

Grupo inibicdo do edema (mm) ' inibicdo do edema (%)
STS1 0,3162 £ 0,05135 0
STS1A 0,2458 + 0,04423 22,27
STS1B 0,1270 £ 0,02544 59,84
Controle positivo? 0,1146 +0,02742 63,76

'Os valores representam a média e os respectivos desvios padrdes da média (n=5). “Creme
contendo 0,1% de dexametasona.

Através da avaliacdo da atividade antiinflamatéria da preparacédo semi-sélida
do tipo pomada (Figura 30/Tabela 7) observou-se que a inibicdo do edema
proporcionada pela preparacdo STS1A foi significativa em relacdo do controle
negativo quando p<0,05; a inibicdo proporcionada pela preparacdo STS1B em
relacdo ao controle negativo foi significativa quando p<0,01 e com a pomada
contendo 0,1 % de dexametasona (controle positivo) foi significativo quando p<0,05.
A preparacdo STS2B teve um percentual de inibicdo de 59,73 %, sendo maior que 0
percentual de inibicdo com o controle-positivo (dexametasona) que foi de 54,48 %.
Pode-se constatar que o extrato de S. trilobata exibiu atividade antiedematogénica
de forma significativa nas preparagbes do tipo pomada em todas as suas

concentragcdes quando comparado ao grupo controle de forma dose-dependente.
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Figura 30 : Efeito das preparacdes semi-soélidas do tipo pomada contendo extrato de S.
trilobata sobre o edema de orelha induzido por 6leo de croton (2,5 % em acetona; 20
pL). Cada coluna representa a média de cinco experimentos, e as barras verticais
indicam os erros padrdo da média. Asteriscos indicam diferencas significantes
(**p<0,01) quando comparados ao grupo controle. Asteriscos indicam diferencas
significantes (*p<0,05) quando comparados ao grupo controle. Nota: STS — preparacao
semi-sélida; 2 - pomada lipofilica; A e B — concentracédo de extrato nas formulagdes.

Tabela 7: Atividade antiinflamatéria das preparacbes semi-sélidas (pomada) contendo

extrato de S. trilobata (método de edema de orelha induzido por 6leo de créton)
T

Grupo inibicdo do edema (mm) inibicdo do edema (%)
STS2 0,2746 £ 0,04287 0
STS2A 0,1398 + 0,01450 49,09
STS2B 0,1106 £+ 0,02318 59,73
Controle positivo? 0,1250 + 0,04026 54,48

'Os valores representam a média e os respectivos desvios padrdes da média (n=5); “Creme
contendo 0,1% de dexametasona.

Nos resultados relacionados com a atividade antiinflamatéria da pomada de
PEG (Figura 31/Tabela 8) comparando-se os resultados do controle negativo (STS3)
com a preparacdo STS3A, estes ndo foram significativos, porém comparando-se
com os resultados da preparagcdo STS3B foi significativo quando p<0,01 e com o
controle positivo (pomada contendo 0,1 % de dexametasona) foi significativo quando
p<0,05. A preparacdo STS3B teve um percentual de inibicdo de 57,08 %, sendo
maior que o0 percentual de inibicio apresentado pelo controle-positivo
(dexametasona) que foi de 46,60 %.
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Figura 31 : Efeito das preparag¢bes semi-sélidas do tipo pomada de PEG contendo
extrato de S. trilobata sobre o edema de orelha induzido por 6leo de croéton (2,5 %
em acetona; 20 pL). Cada coluna representa a média de cinco experimentos, e as
barras verticais indicam os erros padrdo da média. Asteriscos indicam diferencas
significantes (**p <0,01) quando comparados ao grupo controle. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (* p< 0,05) quando comparados ao grupo controle. Nota:
STS — preparagdo semi-solida; 3 — pomada hidrofilica; A e B — concentracéo de
extrato nas formulacoes.

Tabela 8: Atividade antiinflamatoria das preparacdes semi-solidas (pomada de PEG)

contendo extrato de S. trilobata (método de edema de orelha induzido por éleo de créton)
T

Grupo inibicdo do edema (mm) inibicdo do edema (%)
STS3 0,2614 +0,01878 0
STS3A 0,2198 + 0,03586 15,91
STS3B 0,1122 +0,02753 57,08
Controle positivo? 0,1396 + 0,02495 46,60

'Os valores representam a média e os respectivos desvios padrdes da média (n=5);
2Creme contendo 0,1% de dexametasona.

Embora a preparacdo STS3B apresentar um percentual de inibicdo maior que
0 percentual de inibicAo com o controle-positivo (dexametasona), de 57,08 %, que
foi de 46,60 %, esta ndo foi a preparagdo semi-sOlida mais adequada para o
possivel desenvolvimento do fitoterapico, pois € uma preparacdo que apresentou
variaveis importantes nos testes de estabilidades realizados. No entanto, concluiu-se
que a preparacdo semi-sOlida mais adequada em relacdo aos resultados de

atividade antiinflamatoria, somadas aos testes de estabilidade prévia e acelerada foi
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a preparacdo STS1B onde o percentual de inibicdo do edema foi de 59,84 %, valor
muito préximo da inibicdo proporcionada pelo controle positivo (63,76 %).

No apéndice A encontram-se as tabelas do teste de atividade antiinflamatéria
in vivo.

Segundo Aché (2005), o edema de orelha causado por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) foi significantemente inibido pelo 6leo essencial
de Cordia verbenacea (300-600 mg/kg, v.0., 60 min). Embora o tratamento com o
0leo nao tenha alterado o aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO) induzido
por TPA ou o edema de orelha causado pelo acido araquidénico.

Bastos (2006) verificou que Ipomoea pes-caprae e Rubus imperialis através
do extrato metandlico bruto e fracdes exibiram propriedade antiinflamatéria quando
avaliado através de trés modelos de inflamacédo: o modelo de edema de pata
induzido por carragenina, o modelo de artrite induzida por adjuvante de Freunds e o
modelo do edema de orelha induzido por 6leo de créton.

5.7 Irritacdo cutadnea nas preparacdes semi-solidas contendo extrato de S.

trilobata

O teste de citotoxicidade pela difusdo em gel de agarose € indicado para
emulsdes e géis com fase continua aquosa, teste este relacionado com o estudo do
potencial de risco irritativo. Aplicacdo dos mesmos a superficie de um gel de agarose
em contato com células do tecido conjuntivo (fibroblastos) de camundongo da
linhagem L929 (+5) onde, a citotoxicidade foi avaliada com a ajuda de um corante
vital (vermelho neutro), observando-se o didametro médio do halo da lise celular
revelado pela coloragéo. O halo reflete a citotoxicidade do produto testado e a sua
capacidade em se difundir no gel de agarose (ANVISA, 2003).

Sobre as células é adicionada uma camada de agar e a substancia a ser
testada € aplicada nesta camada. Esta camada age como uma almofada para
proteger as células de algum dano mecéanico e também permitindo a difusédo de
substancias quimicas de polimeros ou demais formulacdes.

A fim de mensurar o grau de citotoxicidade na preparacdo do agar, é
adicionado o corante vital vermelho neutro, de forma que as células viaveis se

apresentam intensamente coradas de vermelho e as ndo vidveis ndo se coram.
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Assim, pode-se observar halos de citotoxicidade devido a presenca de compostos
toxicos e a medida do didmetro do halo fornece uma estimativa do grau de irritacao.

A reatividade bioldgica (degeneracdo celular e malformacédo) € descrita e
medida em uma escala de 0 a 4 (Tabela 9). S0 medidas as respostas das culturas
de células a amostra, ao controle negativo e ao controle positivo. A cultura de células
do teste é satisfatoria se as respostas observadas para as preparacdes de controle
negativo forem grau O (nenhuma reatividade) e a preparacédo de controle positivo for
de pelo menos grau 3 (moderado). A amostra satisfaz para as exigéncias do teste se
a resposta para a preparacdo de amostra ndo for maior que grau 2 (suavemente
reativo) (USP)

Tabela 9: Tabela de reatividade para difusdo em agar.

Classificagcdo  Reatividade Descricdo da zona de reat ividade

0 Nenhum Nenhuma reatividade ao redor da amostra.

1 Leve Alguma ma-formacao ou degeneracgéo ao redor da amostra.
2 Médio Zona limitou a &rea ao redor da amostra.

3 Moderado Zona estende 0,5 a 1,0 cm além da amostra.

4 Severo Zona estende maior que 1,0 cm além da amostra.

Com base na tabela acima, os resultados obtidos no presente trabalho foram
satisfatorios, com classificacdo 0, indicando nenhuma reatividade ao redor das
amostras, ou seja, as preparacdes semi-solidas contendo extrato bruto de S.
trilobata ndo apresentam potencial de irritacdo cutanea. O controle positivo

classificou-se como severamente toxico.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do desenvolvimento de preparagdes fitoterdpicas semi-sélidas
contendo extrato de S. trilobata (A. brasiliensis; W. paludosa) (Compositae) e a
verificagdo da acao antiinflamatoria destas preparacdes in vivo permitem concluir
que:

A partir dos estudos de otimizacdo e padronizacédo do processo de obtencgéo
de extratos hidroalcodlicos da planta obteve-se as condicbes de méxima extracao
em relacdo a fracdo extraivel. Os extratos moles obtidos apresentaram
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas reprodutiveis e de acordo com os valores
obtidos em estudo prévio com a planta.

Das preparacdes semi-solidas preparadas inicialmente, o gel ndo apresentou
estabilidade fisica nos estudos de desenvolvimento. As demais bases foram
submetidas ao estudo prévio de estabilidade, ciclo gelo-degelo. O creme e a
pomada apresentaram-se estaveis. A pomada de PEG desenvolveu odor néo
caracteristico, que pode estar relacionado a incompatibilidade quimica entre a base
e compostos do fitocomplexo.

Nos estudos acelerados de estabilidade durante 90 dias, as preparacdes
apresentaram-se estaveis, exceto a pomada de PEG que desenvolveu odor néo
caracteristico, como 0 observado nos testes prévios de estabilidade. As
apresentacoes ndo apresentaram variacdes significativas ao longo do teste de
estabilidade.

As preparacdes semi-solidas exibiram efeito antiinflamatério de forma dose-
dependente, sendo observada uma inibicdo do edema de orelha de forma
significante em todas as preparacdes (creme, pomada e pomada de PEG).

Apesar da preparacdo STS3B ter um percentual de inibicdo de 57,08 %,
maior que o percentual de inibicdo com o controle-positivo (dexametasona) que foi
de 46,60 % esta ndo foi a preparacao semi-sélida mais adequada para o possivel
desenvolvimento do fitoterapico, pois é uma preparacdo que apresentou
instabilidade em suas caracteristicas organolépticas, principalmente odor.

As preparacfes semi-solidas contendo extrato bruto de S. trilobata néo
apresentam potencial de irritagdo cutanea, quando comparadas ao controle positivo

em testes in vitro de difusdo em agar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Sugere-se a continuidade dos estudos de desenvolvimento das preparacfes
semi-solidas contendo extrato de S. trilobata através da aplicacdo de metodologias
analiticas, como o doseamento de flavondides totais e quantificacdo por CLAE
usando como marcador o acido caurendico, que € um dos compostos majoritarios e
possui atividade biologica descrita na literatura. Através do uso de metodologias
mais sensiveis acredita-se num melhor acompanhamento da estabilidade dos
extratos e formas farmacéuticas assim como um melhor acompanhamento durante o

desenvolvimento do produto.
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APENDICE A — Tabelas do teste de atividade antiinflamatéria in vivo.

Tabela 1 - Atividade antiinflamatoéria da preparacdo semi-sélida (creme)
contendo extrato de S. trilobata (método de edema de orelha induzido

por 6leo de croéton).

Grupo Espessura Espessura Diferenca da
inicial final espessura da
da orelha da orelha orelha
(mm) (mm) (mm)
STS1 01 0,727 1,071 0,344
02 0,771 0,994 0,223
03 0,790 1,294 0,504
04 0,568 0,807 0,239
05 0,600 0,871 0,271
STS1A 01 0,580 0,774 0,194
02 0,678 0,813 0,135
03 0,550 0,862 0,312
04 0,682 0,889 0,207
05 0,612 0,993 0,381
STS1B 01 0,608 0,692 0,084
02 0,690 0,805 0,115
03 0,791 0,855 0,064
04 0,622 0,805 0,183
05 0,547 0,736 0,189
Controle 01 0,698 0,720 0,022
positivo 02 0,470 0,579 0,109
03 0,593 0,763 0,170
04 0,569 0,670 0,101
05 0,405 0,576 0,171
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Tabela 2 - Atividade antiinflamatoria da preparacédo semi-sélida (pomada)
contendo extrato de S. trilobata (método de edema de orelha induzido

por 6leo de croton)

Grupo Espessura Espessura Diferenca da
inicial final espessura da
da orelha da orelha orelha
(mm) (mm) (mm)
STS2 01 0,489 0,660 0,171
02 0,360 0,716 0,356
03 0,636 0,882 0,246
04 0,644 1,037 0,393
05 0,440 0,647 0,207
STS2A 01 0,448 0,627 0,179
02 0,882 0,991 0,109
03 0,432 0,601 0,169
04 0,479 0,591 0,112
05 0,869 0,999 0,130
STS2B 01 0,429 0,538 0,109
02 0,748 0,780 0,132
03 0,580 0,766 0,186
04 0,371 0,428 0,057
05 0,721 0,790 0,069
Controle 01 0,477 0,577 0,100
positivo 02 0,388 0,415 0,027
03 0,359 0,419 0,060
04 0,389 0,620 0,231
05 0,681 0,888 0,207
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APENCIDE B - Comportamento reolégico das preparacdes semi-
sélidas (creme, pomada e pomada de PEG) antes e ap0s teste prévio
de estabilidade (ciclo estufa: 40°C/geladeira: 5°C).

8000 7000 5500
6500
CR3% NP 3
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*f =f (A) = 0,
_ 5000/ CREME 1% WP 1 E?i/]? ('}E’ 1
25000 ‘@500 | ~f=f(A)
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16 32 48 64 80 0 16 32 48 64 80
A [1/s] A [1s] A [1/s]

Figura 1 - Comportamento reolégico dos cremes sem e com extrato de A.
brasiliensis antes e apds teste prévio de estabilidade (ciclo estufa:
40° C/geladeira: 5° C). A — STS1 tgn; B — STS1A ton; C — STS1B top;
D — STS1 tyen; E — STS1A tggn; F — STS1B togh.

Legenda : WP - Wedelia paludosa
NP - nimero do pote
f - viscosidade (mPa — milipascal) — eixo abscissa (Y)
A - velocidade de cisalhamento (s™) — eixo ordenada (X)
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Figura 2 - Comportamento reolégico das pomadas sem e com extrato de A.
brasiliensis antes e apds teste prévio de estabilidade (ciclo estufa:
40° C/geladeira: 5° C). A — STS2 tgn; B — STS2A ton; C — STS2B top;

D — STS2 tgen; E — STS2A toen; F — STS2B togh.




107

10000 10000 ) 10000
X PEG 1% - NP3- 96HS NPa.
9000 9000 = f=f (A 9000 PEG 3% - NP3- 96HS
8000] | PEG 1%, NP2 - 96HS PEG 3% - NP2- 96HS
8000 ~ 8000 =f(A
PEG branco PEG 1% - NP1 - 96HS PEG 3% - NP1- 96HS
= ~f=1(A) 000 “fETA - T2 (A
@7000 3 #7000
£ 000 2z
6000 - 5000
= “5000 =
5000 2000 5000
4000 3000 4000
3000 ; ; ; ; ‘ 20007 3000}y
16 32 48 64 80 10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
A [1s] A [1/s] A [1s]
10000 100007 12000
9500 3
11000
9000 PEG 1% NP3
9000 b
PEG branco f=1(A) 10000
8500 “f=f(A) 8000 PEG l‘z/q )NP 2
_8000 _ PEG 1% NP 1 9000
@ 27000
g500 g 8000
000 £
- 6000 7000
6500 6000
6000 5000
5500 5000
4000 4000
5000
4500 3000 3000

20 30 40 50 60 70 80
A [Us]

10 20 30 40 50 60 70 80
A [Us]

10 20 30 40 50 60 70 80

A [1/s]




APENDICE C - Comportamento reoldgico da preparac¢do semi-sélida (creme):

sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (temperatura ambiente)
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APENDICE D - Comportamento reolégico da preparacdo semi-solida (creme):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (estufa)
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I APENDICE E - Comportamento reolégico da preparagdo semi-solida (creme):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (geladeira)
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APENDICE F - Comportamento reolégico da preparacdo semi-soli
m extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade
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APENDICE G - Comportamento reoldgico da preparacéo semi-sélida (pomada):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (estufa)
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APENDICE H - Comportamento reolégico da preparacdo semi-solida (pomada):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (geladeira)
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APENDICE | - Comportamento reoldgico da preparacéo semi-sélida (pomada de PEG):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (temperatura ambiente)
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APENDICE J - Comportamento reoldgico da preparacéo semi-sélida (pomada de PEG):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (estufa)
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APENDICE K - Comportamento reolégico da preparacdo semi-solida (pomada de PEG):
sem extrato (branco), com extrato durante teste acelerado de estabilidade (geladeira)
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APENDICE L — Resultados do estudo de estabilidade acelerado das preparacdes semi-solidas com e sem extrato de S. trilobata

Tabela 1 - Resultados do estudo de estabilidade acelerado dos cremes com e sem extrato de S. trilobata

Parametro-creme | Formulagdo Ambiente TO T15 T30 T60 T90

Viscosidade TA. 1230 + 42,42 1710 + 113,13| 2400 + 21213 | 2015 + 77,78 2290 + 395,97
STS1 Geladeira 1395 + 6363 | 1905 + 77,78 | 1740 + 15556 | 1985 + 3535

Estufa 1800 + 14,14 | 2270 + 7071 | 1240 + 15556 | 1580 + 141,42

TA. 91733 + 210,44 | 115633 + 19552 | 1390 =+ 22516 | 149666 + 220,52 | 150333 + 575

STS1A Geladeira 114666 + 66,58 | 135333 +  77.67 | 1396,66 * 4509 1540 + 271,84

Estufa 1500 + 1732 | 1656,66 + 117.18 | 1806,66 + 133,16 | 1960 + 141,06

TA. 980  + 2051 |115333 + 7505 | 1576,66 + 90,73 | 1546,66 + 15534 | 163666 =+  146,8

STS1B Geladeira 1016,66 + 81,57 | 1280 + 111,35 | 131333 + 47,25 | 140333 + 128,58

Estufa 1380 + 88,88 | 1460 + 150 | 157333 + 3511 | 142333 + 15947
Tixotropia TA. 1351 + 33658 | 13605 + 44194| 1917 + 271,52 | 30815 + 970,85 | 3059 + 2640,33
STs1 Geladeira 1568 + 202,23 | 19075 + 46456 | 18365 =+ 45325 | 34825 + 292,03

Estufa 1928 + 166,87 | 16375 + 19445 | 3532 =+ 514,77 | 1041,65 + 600,12

TA. 107746 + 49551 | 1140,7 + 479,35 | 81646 + 507,31 | 826,56 =+ 799,83 | 1352,86 + 660,61

STS1A Geladeira 150633 + 279,15| 169733 =+ 301,66 | 1582 + 5901 | 1389,13 + 591,03

Estufa 122566 + 273,18| 2014 =+ 230,17 | 1689,33 + 37326 | 189566 + 63,79

TA. 1413+ 9257 | 1100 + 68,08 | 185766 + _ 178 | 152606 + 492,18 | 185566 + 262,91

STS1B Geladeira 12299 =+ 25042 | 160566 + 240,18 | 1560,33 + 86,55 | 149333 + 246,13

Estufa 1403+ 10948 | 155666 + 451,34 | 149933 =+ 16589 | 1713 + 40555

pH TA. 428 + 0,05 425 + 0,09 435 + 0,04 423 + 0,03 429 + 0,08
STS1 Geladeira 397 =+ 031 204 = 024 42 =+ 014 216 + 011

Estufa 421  + 0,01 262 + 008 23 + 003 234 + 004

TA. 462 + 004 447 + 0,01 455 + 0,34 2461 =+ 031 461 + 021

STS1A Geladeira 455 + 0,03 449 + 0,02 452 + 0,02 454 + 0,09

Estufa 442 + 0,02 44  + 001 442 + 0,02 463 <+ 025

TA. 466 + 005 452 + 0,02 447  + 002 455 =+ 0,04 452 + 008

STS1B Geladeira 263 + 0,02 456 + 0,06 465 + 0,01 2,63 * 03

Estufa 454 + 0,02 452 + 0,01 451 + 0,01 449 + 008

Espalhabilidade TA. 101736 + 0 55204 + 5883 | 68285 + 24354 | 561,76 + 1484 | 56215 + 44,54
STS1 Geladeira 638,39 + 6327 | 61563 + 31,08 | 639,38 =+ 0492 | 562,94 + 74724

Estufa 55146 + 2941 | 4813 + 41,21 | 61553 =+ 231,04 | 61553 + 231,04

TA. 102697 + 32,63 | 552,83 + 707 | 46033 + 70,32 | 601,17 + 3331 | 593,78 <+ 2159

STS1A Geladeira 647,88 + 10152| 630,48 =+ 33,83 | 667,83 + 1325 | 7065 + 0

Estufa 51135 + 5363 | 593,78 + 2159 | 623,09 =+ 33,91 | 58678 <+ 32,63

TA. 136508 + 78,8 | 601,96 + 61,74 | 62295 + 2538 | 653,18 + 47,48 | 62335 <+ 4566

STS1B Geladeira 101637 + 227.29| 660,31 =+ 22,76 | 72258 + 36,23 | 667,96 + 2628

Estufa 593,65 <+ 0 68484 + 8447 | 6191 + 11898 | 59456 + 57,78




Tabela 2 - Resultados do estudo de estabilidade acelerado das pomadas com e sem extrato de S. trilobata
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Parametro- Formulagdo | Ambiente TO T15 T30 T60 T90
pomada

Viscosidade TA. 5580 |+ | 155,56 | 7455 |+ | 3536 5580 |+ | 311,13 | 6050 |+ | 664,68 | 6145 |+ | 459,62
STS2 Geladeira n 6985 |+ | 106,07 | 6245 |* | 657,61 | 6715 |+ | 63.64 | 7290 || 32527
Estufa n 6870 |+ | 15556 | 5745 | | 572,76 | 6230 | | 339,41 | 5970 | | 339,41
TA. 479667 |+ | 332,92 | 541333 |+ | 22502 | 507333 |* | 37018 | 5720 |* | 204,21 | 5056,67 | | 315,33
STS2A Geladeira T 5686,67 |+ | 266,33 | 3330 |+ | 603,99 | 6060 |+ | 260 | 681333 |* | 441,17

Estufa T 5776,67 |+ | 468,22 | 4756.67 |+ | 214,55 | 552333 |+ | 542,62 | 5390 |* | 86,60
TA. 416333 |+ | 72528 | 5900 |+ | 25515 | 505333 |+ | 404,15 | 5290 |+ | 280 | 493333 |+ | 181,48
STS2B Geladeira n 550333 |+ | 243,79 | 4846,67 |+ | 178,98 | 6230 |+ | 138,56 | 640667 |* | 166,23
Estufa n 5060 |+ | 429,30 | 4720 | | 364,28 | 6040 | | 589,49 | 5020 | | 22539
Tixotropia TA. -3813 + | 28850 | -4850,7 |+ |5599,30 | -7445 |+ |2547,71 | 1073,15 |+ | 342,03 | 18665 |+ | 2469,92
STS2 Geladeira n 48255 |+ | 351,43 | -835 |+ | 33043 | -9256 |+ | 9339 | 32545 |+ | 213051
Estufa T 5676 |+ | 1770.60 | -1336,61 |+ |185317 | -17745 |+ | 826,61 | 3649 |= | 2971,26
TA. 29979 |+ | 641,70 | -967.03 |+ | 700,16 | 1909 |+ |1124,88 | -314.17 |* | 628,50 | 137553 |+ | 767.63
STS2A Geladeira T 9585 |+ | 8243 | 374233 |+ | 540,82 | -2.77 |+ | 419,00 | 3938,67 |+ | 1403,05
Estufa n 194767 |+ | 651,08 | 496 |+ | 682,20 | 19441 |+ | 1033,08 | 517533 |+ | 1456.25
TA. 29827 |t | 391,79 | -1616,4 |+ |1757,22 | 170613 |+ |1019,15| 4683 |* | 1019.11 | 2036,33 | | 142,62
STS2B Geladeira T 8187 |+ | 125541 | 2003,67 |+ | 823.19 |-1120,73 |+ | 1989.92 | 2751 |=* | 228519
Estufa T 24434 |+ | 219559 | 249567 |+ | 244,36 | 1534,93 |+ | 776,07 | 5020 |=* | 1144,80

PH TA. 7,07 + | 1,26 697 |+ | 069 1036 |+ | 025 850 |+ | 1,55 569 |+| 0025
STS2 Geladeira n 712 |* | 018 741 |x | 441 702 |+ | 375 532 |+| 043

Estufa T 551 |+ | 011 485 |+ | 0721 476 |x | 013 476 |+ | 0,08

TA. 548 |+ | 008 561 |+ | 0,06 587 |x | 0,16 617 |* | 027 6,04 |*| 035

STS2A Geladeira n 564 |+ | 0,06 575 |x | 0,09 584 |x | 0,07 572 || 0,09

Estufa T 575 |+ | 017 560 |x | 017 567 |* | 019 552 |=| 017

TA. 534 |+ | 045 532 |+ | 008 559 |x | 0,02 568 |* | 0,16 566 |*| 026

STS2B Geladeira T 528 |+ | 007 530 |x | 0,03 550 |x | 0028 554 || 018

Estufa n 530 |+ | 0,01 529 |+ | 004 534 |+ | 034 536 || 0028

Espalhabilidade TA. 354,02 |+ | 3539 | 452,94 |+ | 5329 | 2404 |+ 0 276,02 |+ | 1041 | 27602 |+ | 1041
STS2 Geladeira n 330,09 |+ | 22,75 | 23363 |* | 957 | 261,84 |x | 3039 | 291,33 |* | 32,06

Estufa n 20028 |+ | 4330 | 2615 |+ | 10,13 | 233,63 |+ | 957 | 24737 |*| 9.86

TA. 35835 |+ | 4929 | 324,73 |+ | 1858 | 29889 |+ | 26,18 | 29862 |+ | 1531 | 268,66 |* 0

STS2A Geladeira T 32473 |+ | 1858 | 308,96 |+ | 18,13 | 298.49 |+ 0 278,60 |+ | 17.22

Estufa T 314,13 |+ | 15,70 | 293,72 |+ | 23,04 | 346,31 |+ | 16,69 | 341,40 | | 37.16

TA. 309,00 |+ | 2364 | 33002 |+ | 16,09 | 28351 |+ | 14,92 | 309,09 |+ | 2364 | 31413 |* | 1570

STS2B Geladeira n 308,83 |+ | 8095 | 293,72 |+ | 23,04 | 30883 |+ | 895 | 34618 |* 0

Estufa n 319,30 |+ | 917 | 32512 |+ | 3359 | 29359 |+ | 17,68 | 284,30 |+ | 4013




Tabela 3 - Resultados do estudo de estabilidade acelerado das pomadas de PEG com e sem extrato de S. trilobata
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Parametro-PEG | Formulacdo |Ambiente TO T15 T30 T60 T9
Viscosidade TA. 3975 + 106,07 2670 + 113,14 2890 + 197,99 2845 + 49,50 2745 + 63,64
STS3 Geladeira 3270 + 0 3420 + 18385 | 3555 + 3536 | 3485 =+ 24749
Estufa 3545 + 106,07 | 3445 <+ 9102 3425 + 12021 | 3280 + 4243
TA. 337333 + 350,10 | 276333 + 221,43 | 287667 + 117,19 | 2826,67 + 66,58 | 288333 + 98,15
STS3A Geladeira 3270 + 304,14 | 3360 =+ 101,49 | 3450 + 345098 | 3530 + _ 210
Estufa 330667 + 7506 | 337333 + 3055 | 314667 + 112,40 | 3000 + 298,16
TA. 3560 + 29138 | 3100 + 190 | 300667 + 4509 | 3103,33 + 193,99 | 306667 + 28,87
STS3B Geladeira 3576,67 + 117,19 | 3866,67 + 140,12 | 3803,33 + 161,66 | 3800 + 174,36
Estufa 332333 + 228,98 | 3336,67 + 192,96 | 3226,67 + 280,42 | 336333 + 75,06
Tixotropia TA. 1908 + 52467 | 3434 + 566 3600 + 14849 | 3011 + 9899 | 4232 + 95177
STS3 Geladeira 3134+ 76085 | 3180 * 17253 | 1481 + 362,04 | 23515 + 361,33
Estufa 28535 + 348,60 | 33835 <+ 417,90 | 31565 + 21425 | 31245 + 304,76
TA. 260867 + 217.22 | 3099 + 39509 | 3088,67 =+ 251,87 | 336867 + 14468 | 3310 =+ 123,89
STS3A Geladeira 3077,67 + 14431 | 280633 + 347,93 | 3192,33 + 171,61 | 2945 + 159,29
Estufa 348567 + 363,07 | 348567 + 272,16 | 3559,33 + 9209 | 332467 + 96,57
TA. 286367 + 6483 | 323933 + 4290 | 323933 =+ 182,98 | 3387 + 229,63 | 335567 + 11,24
STS3B Geladeira 279433 + 110,01 | 279433 + 25229 | 2959,67 + 238,15 | 2718 + 107,53
Estufa 3170 _+ 530,17 | 3170 =+ 101,59 | 275633 + 20455 | 311033 + 140,06
PH TA. 779 + 0,10 770 + 0,0 743 + 018 736 + 004 737 + 026
STS3 Geladeira 768 =+ 0 777 = 013 70 _+ 004 786 + 0,06
Estufa 732 =+ 007 709 + 0,08 68 + 001 626 + 0,10
TA. 685 =+ 011 6,86 + 0,13 691 =+ 0,10 703 + 007 702 + 014
STS3A Geladeira 681 =+ 0,06 683 <+ 0,03 714 =+ 0,19 7.02  + 025
Estufa 6,75 =+ 0,06 6,79 <+ 0,06 692 =+ 0,15 683 + 0,29
TA. 661 =+ 0,09 6,66 + 0,0 659 =+ 0,05 6,71 =+ 004 68 + 008
STS3B Geladeira 661 =+ 0,05 659 =+ 0,01 662 =+ 004 6,37 + 0,14
Estufa 6,63 =+ 003 6,62 + 0,04 666 =+ 0,04 655 + 0,19
TA. 3714 + 1208 | 4813 + 4121 | 47433 + 10880 | 49239 + 8326 | 632,41 + 172,49
Geladeira 41526 + 0 362,86 + 0 389,06 + 37,05 36463 + 71,60
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