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RESUMO 
 
FALCÃO, Deborah Quintanilha. Estudo da composição química de Calceolaria 
chelidonioides Humb. Bonpl. & Kunth.: da etnofarmacologia à elaboração de formulações 
galênicas tópicas contra Herpes simplex. 2007. Tese de Doutorado, Núcleo de Pesquisas de 
Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 
 
 
A espécie Calceolaria chelidonioides, até então inédita cientificamente, foi 
escolhida a partir dos resultados obtidos em um estudo etnofarmacológico com a comunidade 
rural de Alto de Macabú (RJ) para a realização desse trabalho, que teve por objetivo o 
isolamento e a caracterização das substâncias metabolizadas por essa espécie, bem como a 
avaliação toxicológica e de algumas propriedades farmacológicas, até o desenvolvimento de 
formulações galênicas de uso tópico contendo o extrato como princípio ativo, garantindo sua 
segurança e eficácia. A composição do óleo essencial foi avaliada identificando-se a presença 
de hexahidrofarnesilona (I), androstan-17-ol-3-ona (II), biformeno (III) o componente 
majoritário, rimueno (IV) e 8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-eno (V). Através de diferentes 
técnicas cromatográficas foi possível isolar e identificar calceolariosídeo B (VI), 
calceolariosídeo A (VII) e apigenina (VIII) da partição em acetato de etila dos caules; rutina 
(IX) e verbascosídeo (X) da partição em acetato de etila das flores; e isoramnetina 3-O-
glicosídeo (XI) da partição butanólica das folhas e flores. Foram realizados estudos de 
avaliação toxicológica in vitro e in vivo do extrato etanólico de flores sem evidenciar 
potenciais citotóxicos, fototóxicos, mutagênicos ou irritantes, indicando a segurança no seu 
uso. Visando identificar possíveis atividades farmacológicas foram realizados testes de 
atividade antioxidante em modelos in vitro. No modelo químico do DPPH foram avaliados 
todos os extratos etanólicos, tendo o extrato das folhas e flores apresentado melhores 
resultados. Na metodologia usando Saccharomyces cereviseae, apenas o extrato de flores foi 
avaliado, podendo-se evidenciar uma especificidade por radicais peróxidos, sem apresentar 
atividade frente aos radicais superóxidos. Todos os extratos etanólicos foram avaliados 
também quanto às atividades antimicrobiana, apresentando melhores resultados frente a 
MRSA pelos extratos de flores e de folhas; e antiviral, frente ao vírus Herpes simplex tipos 1 
e 2, demonstrando em geral maior especificidade pelo tipo 2. A partição em acetato de etila 
do extrato de flores evidenciou maior atividade frente aos dois tipos virais. Além disso, foi 
possível relacionar a atividade anti HSV-2 do extrato bruto das flores ao verbascosídeo. 
Baseado nos resultados obtidos nos screenings toxicológicos e farmacológicos, além da maior 
viabilidade econômica, escolheu-se o extrato etanólico de flores como o de maior interesse 
para o desenvolvimento de formulações galênicas de uso tópico. Tais formulações foram 
propostas, sendo uma nanoemulsão e uma microemulsão contendo 5% do extrato padronizado 
em 14,5% de verbascosídeo, visando a profilaxia de infecções primárias ou recorrentes 
causadas pelo Herpes simplex tipo 2. As formulações foram avaliadas enquanto promotores 
de absoção cutânea do verbascosídeo, usado como marcador do extrato. Dentre as fórmulas 
desenvolvidas, a microemulsão demonstrou os efeitos desejados, levando ao reservatório de 
verbascosídeo no tecido alvo, a epiderme. Dessa forma, pôde-se concluir que a microemulsão 
proposta atende aos requisitos iniciais da formulação desejada, sendo necessário, no entanto, 
estudos futuros de desenvolvimento de uma metodologia capaz de avaliar a atividade antiviral 
da formulação acabada, cuja a realização não foi possível nesse trabalho. 




 
ABSTRACT 
 
FALCÃO, Deborah Quintanilha. Estudo da composição química de Calceolaria 
chelidonioides Humb. Bonpl. & Kunth.: da etnofarmacologia à elaboração de formulações 
galênicas tópicas contra Herpes simplex. 2007. Tese de Doutorado, Núcleo de Pesquisas de 
Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 
 
 
The species Calceolaria chelidonioides, never studied before, was chosen for this 
work based on an ethnopharmacological inventory survey ran with the rural community of 
Alto de Macabu. The aim of this study was isolate and identify the main chemical constituents 
produced by this species as well as to evaluate pharmacological and toxicological aspects 
driving the efforts to the development of topic galenic formulation. This formulation is based 
in any of the extracts or isolated molecule that can assure its safety and efficacy to be used for 
the chosen pharmacological target. The essential oil composition was analyzed and it was 
found hexahydroxyfarnesyl acetone (I), androstan-17-ol-3-one (II), biformene (III) as the 
main constituent, rimuene (IV) and 8-acetoxy-9-epi-ent-pimara-15-ene (V). Using several 
different chromatographic techniques it was possible to isolate and to identify calceolarioside 
B (VI), calceolarioside A (VII) and apigenin (VIII) from the ethyl acetate fraction of the 
stems; rutin (IX) and verbascoside (X) from the ethyl acetate fraction of the flowers; and 
isorhamnetin-3-O-glucoside (XI) from the butanol fraction of leaves/flowers. Some in vitro 
and in vivo toxicological activities were carried out using the total ethanol extract of flowers 
showing no cytotoxicity, phototoxicity, mutagenicity and irritant power, indicating though its 
safety. Several pharmacological assays were done with all the crude ethanol extracts and 
some fractions to figure out their antioxidant potential. Both DPPH and Saccharomyces 
cereviseae in vitro models were used although for the last one only the crude ethanol extracts 
from flowers was evaluated. For the DPPH model the extract prepared both with 
leaves/flowers was the most active and for the crude ethanol extract from flowers using the 
Saccharomyces cereviseae model, specificity for peroxide radical was shown but not for 
superoxide. All extracts were also evaluated as antimicrobial and antivirus agents. The best 
results were with the flowers and leaves extracts against MRSA strain. The ethyl acetate 
fraction from flowers has shown the best activity against both HSV-1 and HSV-2, with some 
specificity for the type 2. Based on toxicological and pharmacological results and also the 
economic viability, the crude ethanol extract was chosen for the development of a topic 
galenic formulation against Herpes virus. Also, it was possible to correlate the activity 
observed for the crude ethanol extract of flowers against HSV-2 and its content of 
verbascoside. Two formulations were proposed, one nanoemulsion and one microemulsion 
containing 5% of the crude ethanol extract standardized in 14.5% of verbascoside, intending 
the primary or recurrent infections caused by the Herpes simplex type 2 prophylaxies. The 
formulations were evaluated by the verbascoside penetration in the skin, used as the extract 
marker. Among the proposed formulations, the microemulsion showed the desired effects, 
allowing a verbascoside reservatory on the target tissue, the epidermis. Based on these 
arguments, it could be concluded that the proposed microemulsion reached the initial 
formulation requirements, however, further studies are needed specially the development of a 
new model for the antiviral evaluation for the final formulation that was not possible for this 
work. 
 




 
RÉSUMÉ 
 
FALCÃO, Deborah Quintanilha. Estudo da composição química de Calceolaria 
chelidonioides Humb. Bonpl. & Kunth.: da etnofarmacologia à elaboração de formulações 
galênicas tópicas contra Herpes simplex. 2007. Tese de Doutorado, Núcleo de Pesquisas de 
Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. 
 
 
L’espèce  Calceolaria chelidonioides, inconnue scientifiquement jusqu’à présent, a 
été choisie pour la réalisation de ce travail à partir des résultats obtenus au cours une étude 
ethnopharmacologique avec la communauté agricole de Alto de Macabú (RJ). Notre objectif a 
été d’isoler et caractériser les substances métabolisés par cette espèce, d’évaluer la toxicité et 
les propriétés pharmacologiques de l’extrait obtenu, jusqu’au développement de formulations 
galéniques topiques avec l’extrait comme actif, assurant sa sécurité et son efficacité. La 
composition de l’huile essentielle a été évaluée en montrant la présence de 
hexahydrofarnesilone (I), androstan-17-ol-3-one (II), biformene (III) le composant 
majoritaire, rimuene (IV) et 8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-ene (V). En utilisant différentes 
techniques chromatographiques il a été possible d’isoler et d’identifier le calceolarioside B 
(VI), le calceolarioside A (VII) et l’apigenine (VIII) de la fraction acétate d’éthyle des tiges; 
rutine (IX) et verbascoside (X) de la fraction acétate d’éthyle des fleurs; et isorhamnetine 3-
O-glucoside (XI) de la fraction butanolique des feuilles et des fleurs. Des études d’évaluation 
toxicologique in vitro et in vivo de l’extrait éthanolique des fleurs ont été réalisées sans mettre 
en évidence de potentiel cytotoxique, phototoxique, mutagénique ou irritant, ceci indiquant la 
sécurité de son usage. Dans le but de mettre en évidence une activité pharmacologique, des 
essais d’activité antioxydante ont été réalisés en modèles in vitro. Dans le modèle in vitro du 
DPPH tous les extraits éthanoliques ont été évalués. Les meilleurs résultats ont été démontrés 
pour les feuilles et les fleurs. Dans la méthode avec Saccharomyces cereviseae, seulement 
l’extrait des fleurs a été évalué, mettant en évidence une spécificité pour les radicaux 
peroxyde sans démontrer activité contre les radicaux superoxyde. Tous les extraits ont été 
aussi evalués par rapport à des activités antimicrobiennes, montrant des résultats assez 
intéressants contre la souche MRSA surtout pour les extraits de fleurs et ceux de feuilles; Une 
activité antivirale contre le vírus Herpes simplex types 1 et 2, a aussi été demontrée, avec en 
général une plus grande specificité pour le type 2. La fraction acetate d’ethyle des fleurs a 
montré la meilleure activité antivirale contre les deux types de virus. De plus, il a été possible 
corréler le verbascoside à l’activité anti HSV-2 observée pour l’extrait brut de fleurs. Basé sur 
les résultats du screening toxicologique et pharmacologique, et également sur la plus grande 
viabilité économique, l’extrait éthanolique de fleurs a été choisi comme celui présentant le 
plus grand intérêt pour le développement des formulations galéniques topiques. Deux 
formulations ont été mises au point, une nanoémulsion et une microémulsion avec 5% 
d’extrait normalisé en 14,5% du verbascoside, visant la prophylaxie d'infections primaires ou 
récurrentes à l’Herpes simplex type 2. Le pouvoir promoteur d’absorption cutanée des 
formulations a été évalué en utilisant le verbascoside comme marqueur de l’extrait. Parmi les 
produits testés, la microémulsion fut la formulation montrant les effets recherchés, c'est-à-dire 
l’effet réservoir du verbascoside dans l’épiderme. Grâce à ces résultats nous avons pu 
conclure que la microémulsion répondait aux conditions de la formulation désirée. Seront 
nécessaires de futures études de développement d'une méthodologie capable d'évaluer 
l'activité antivirale de la formulation finie, dont la réalisation n'a pas été possible dans ce 
travail. 
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INTRODUÇÃO 
Historicamente, o desenvolvimento da química orgânica ocorreu paralelamente ao 
estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os 
primeiros estudos sobre vegetais com base científica. Isso resultou no isolamento de alguns 
princípios ativos de plantas, já então conhecidas como medicinais. Desses estudos foram 
obtidas algumas substâncias que se consagraram como princípios ativos eficazes, e que até 
hoje, ainda são muito empregados no tratamento de certas doenças, a exemplo de morfina, 
quinina e cânfora (M
ONTANARI  &  BOLSANI, 2001). Atualmente, estima-se que 
aproximadamente 40% dos medicamentos disponíveis na terapêutica moderna foram 
desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de fontes naturais sendo 25% de plantas, 13% 
de microorganismos e 3% de animais (C
ALIXTO, 2001). Vale ressaltar que dentre as 
substâncias de origem vegetal, cerca de 75% foram isoladas e estudadas partindo-se do 
conhecimento da medicina popular (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Além disso, o uso de 
produtos naturais como matéria-prima para a síntese de moléculas complexas de interesse 
farmacológico, e, principalmente, como protótipos para o desenvolvimento de novos 
medicamentos, têm redobrado o interesse das indústrias farmacêuticas para o aproveitamento 
da biodiversidade mundial. Tal interesse é fundamentado, principalmente, na existência de 
uma grande quantidade de plantas até então desconhecidas cientificamente (cerca de 95%) e 
visa o tratamento de enfermidades no qual a síntese orgânica não tem mostrado sucesso 
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998; CALIXTO, 2001). 
Devido aos elevados custos para o desenvolvimento de um novo medicamento (de 
350 a 500 milhões de dólares e um período de 10 a 15 anos de pesquisa) o preço final para o 
consumidor é geralmente elevado. Assim sendo, a população de muitos países pobres e em 
desenvolvimento não tem acesso à medicina moderna para o tratamento de suas enfermidades. 
De acordo com dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) cerca de 65 a 80% da 
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população mundial não têm acesso ao atendimento primário de saúde e recorre à medicina 
tradicional, especialmente às plantas medicinais, na procura de alívio para muitas doenças. A 
própria OMS não só reconhece como também estimula o uso de plantas medicinais pela 
população de países pobres (CALIXTO, 2001). 
Os medicamentos fitoterápicos são preparações padronizadas contendo extratos de 
uma ou mais plantas, amplamente comercializados em países pobres ou ricos (CALIXTO, 
2001). De acordo com a definição proposta pela OMS (WHO, 1993), os medicamentos 
fitoterápicos são substâncias ativas presentes na planta como um todo, ou em parte dela, na 
forma de extrato total ou processado. Na sua maioria, os constituintes químicos responsáveis 
pela atividade farmacológica não são conhecidos e acredita-se que a ação terapêutica desses 
produtos envolva a interação de inúmeras substâncias presentes no extrato. Nas últimas 
décadas vêm se observando um aumento expressivo no mercado dos medicamentos 
fitoterápicos em todo o mundo, especialmente nos países industrializados. Diferentes razões 
propiciaram esse rápido crescimento do mercado e o interesse da população, tais como: a 
preferência dos consumidores por terapias naturais; a preocupação em relação aos efeitos 
colaterais observados com o uso dos medicamentos sintéticos e a crença errônea de que os 
fitoterápicos não possuem esse tipo de efeito; a tendência da população em acreditar que os 
medicamentos fitoterápicos podem ser efetivos nos tratamentos de doenças quando os 
sintéticos têm falhado; a automedicação e a preferência da população pelos tratamentos 
preventivos, especialmente com relação às doenças degenerativas comuns nos processos de 
envelhecimento; a existência de estudos científicos para alguns produtos fitoterápicos, 
comprovando sua eficácia clínica, segurança, bem como a melhoria do controle de qualidade 
dos mesmos; e menores custos para o consumidor (CALIXTO, 2001). 
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Família Scrophulariaceae 
Segundo a classificação taxonômica proposta por Dahlgren em 1980, a superordem 
Lamiiflorae possui quatro ordens: Lamiales, Scrophulariales, Hippuridales e Hydrostachyales, 
sendo a família Scrophulariaceae pertencente à ordem Scrophulariales (MENEZES, 1994). 
A família Scrophulariaceae descrita por Antoine Laurent de Jussieu abrange 269 
gêneros, nos quais estão distribuídas 5100 espécies cosmopolitas espontâneas de áreas 
temperadas e parte em áreas tropicais (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002), sendo diversa 
especialmente na África (J
UDD  et al., 1999). Incluem árvores, arbustos e ervas, algumas 
aquáticas (D
I STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). As flores são polinizadas por uma variedade de 
insetos e as sementes são dispersas pelo vento (JUDD  et al., 1999). Diversas espécies são 
conhecidas por suas propriedades medicinais, tanto na medicina ocidental (incluindo gêneros 
como  Digitalis, por exemplo) como na medicina Ayurveda (espécies como a Bacopa 
monniera, dentre outras) (TIWARI, TIWARI & SINGH, 2001). 
Calceolaria L. 
O gênero Calceolaria ocorre na América do Sul, nas regiões de clima tropical e 
temperado, América Central e Nova Zelândia (DI FABIO  et al., 1995; GARBARINO  et al., 
2004). Representa um dos maiores gêneros da família Scrophulariaceae, no entanto, o número 
de espécies varia bastante em função do autor, de 240-270 segundo Molau (1988) a 500 de 
acordo com Melchior & Werdermann (1954) (D
I  FABIO et al., 1995). Calceolaria é um 
gênero rico em espécies de importância econômica, por serem usadas como ornamentais, 
além do uso etnofarmacológico. As partes aéreas são usadas popularmente no Chile por suas 
propriedades adoçante, digestiva, diurética (S
ACCHETTI  et al.,  1999)  e antimicrobiana no 
tratamento de estomatites (SACCHETTI et al.,  1999;  GARBARINO et al., 2004). Alguns desses 
usos populares puderam ser comprovados cientificamente. Baseando-se nos artigos 
publicados na literatura, pode-se perceber que as espécies desse gênero se caracterizam pela 
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presença de substâncias com potencial farmacológico bastante interessante, tais como 
inseticida (KHAMBAY & JEWESS, 2000), contra Mycobacterium tuberculosis (WOLDEMICHAEL 
et al., 2003), tripanomicida (ativo contra a forma epimastigota do Trypanosoma cruzi) e 
antitumoral inibindo o crescimento de células tumorais TA3 e células TA3 resistentes a 
metotrexato (MORELLO et al., 1995). 
Sob o ponto de vista químico, as espécies desse gênero têm sido bem estudadas 
sendo identificados diterpenos e bis-diterpenos (CHAMY  et al., 1989; CHAMY  et al., 1990; 
C
HAMY et al., 1991a) de diferentes esqueletos: pimarano (CHAMY et al., 1989; PIOVANO et 
al., 1989; C
HAMY et al., 1990; CHAMY et al., 1995a), isopimaradieno (CHAMY et al., 1990; 
CHAMY et al., 1998), pimaradieno (CHAMY et al., 1991a), labdano (GARBARINO et al., 2004), 
abietano (CHAMY et al., 1987; CHAMY et al., 1991b), desidroabietano (CHAMY et al., 1987; 
CHAMY et al., 1995a), estemodano (CHAMY et al., 1995b), estemarano (CHAMY et al., 1990; 
GARBARINO & MOLINARI, 1990a; GARBARINO & MOLINARI, 1990b; CHAMY  et al., 1991a; 
CHAMY et al., 1995b) e diterpenos endoperóxidos de esqueleto abietano (CHAMY et al., 
1993); além de flavonóides não glicosilados (WOLLENWEBER et al., 1989), fenilpropanóides 
glicosilados (verbascosídeo, calceolariosídeos A-E, forsitosídeo A e isoarenariosídeo) 
(NICOLETTI et al., 1988; DI FABIO et al., 1995) e naftoquinonas (KHAMBAY & JEWESS, 2000). 
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JUSTIFICATIVA 
Um estudo completo que garanta a eficácia e segurança de um fitoterápico envolve 
diversas áreas do conhecimento científico, tais como a identificação da química da planta, o 
mecanismo de ação farmacológico, toxicologia, a padronização da qualidade do mesmo, 
garantindo-se as concentrações necessárias dos metabólitos ativos e o desenvolvimento de um 
produto terapêutico que preserve as características benéficas do fitofármaco. No entanto, o 
conhecimento inicial no qual se baseia todo esse estudo, em geral, é oriundo da sabedoria 
tradicional. Tal sabedoria é fruto do prolongado período de tempo que as plantas foram 
ensaiadas por sucessivas gerações até a identificação da forma correta de utilização no 
tratamento das mais diversas enfermidades. Esse tipo de conhecimento tradicional estimulou a 
pesquisa da espécie Calceolaria chelidonioides, baseado nos resultados de um estudo 
etnofarmacológico realizado com a comunidade rural do município de Alto de Macabú (RJ). 
Nesse trabalho, foi possível identificar diversas espécies vegetais das quais C. chelidonioides 
se destacou, tanto por sua indicação nos tratamentos de problemas de pele e diferentes tipos 
de câncer, como também pelo ineditismo científico dessa espécie. 
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EMBASAMENTO TEÓRICO 
1 Tecnologia Farmacêutica 
Desde os tempos remotos as plantas são utilizadas para o tratamento da pele. Já no 
tempo de Dioscórides, foram utilizados preparados destinados a fornecer ao rosto uma cor 
bonita. Durante o Império Romano, Galeno utilizou óleos vegetais para preparar o famoso 
Ceratum Refrigerans (BARATA, 1995). 
Há muitos anos, as emulsões vêm sendo utilizadas como veículos de princípios 
ativos, no entanto, representam atualmente apenas uma pequena porção das preparações 
farmacêuticas. Os numerosos problemas ligados à sua obtenção, à sua baixa estabilidade e o 
conhecimento da sua biodisponibilidade impediram uma larga utilização dessas formas. 
Contudo, o interesse pela via de administração tópica está longe de poder ser negligenciado 
visto que é notório que as emulsões possam aumentar a penetração cutânea das substâncias 
(CRUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
As emulsões podem ser definidas como um meio líquido ou pastoso, mais ou menos 
homogêneo no qual se encontra intimamente disperso um outro líquido, imiscível, sob a 
forma de pequenas gotículas, mais ou menos regulares e uniformemente distribuídas 
(BARATA, 1995; PRISTA  et al., 2003). A estabilidade contra a coalescência das partículas 
dispersas é provida pela presença de uma pequena quantidade de um terceiro componente, 
chamado emulsificante, que é geralmente, um agente de superfície ativo ou surfactante que 
adsorve na interface da gotícula e produz certa repulsão entre elas de acordo com uma 
variedade de fenômenos estáticos e dinâmicos (SALAGER, 2000). 
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1.1 Agentes de Superfície 
1.1.1 Classificação 
Os agentes de superfície ou surfactantes são moléculas caracterizadas pela presença 
de duas partes de afinidades opostas: um grupamento polar hidrofílico e um grupamento 
apolar lipofílico ou hidrofóbico. Essa característica anfifílica lhes confere a propriedade de se 
adsorver às interfaces modificando a tensão interfacial, diminuindo com isso a energia 
necessária para a dispersão das duas fases. Além disso, o agente emulsivo deve criar nas 
gotículas dispersas um potencial elétrico adequado de modo a promover a repulsão mútua, 
proporcionando com isso a estabilização do sistema. 
Segundo a natureza da parte polar pode-se distinguir os tensoativos em: 
a) aniônicos: possuem um ou mais grupamentos funcionais se ionizando na fase 
aquosa para gerar íons carregados negativamente. Pode-se citar três grupos essenciais: os 
sabões, os derivados sulfatados e os derivados sulfonados; 
b) catiônicos: possuem um ou mais grupamentos funcionais se ionizando em solução 
aquosa para fornecer íons carregados positivamente. O brometo de cetil-trimetil-amônio e o 
cloreto de benzalcônio são representativos dessa classe de surfactantes; 
c) anfóteros: segundo as condições de pH do meio, se ionizam em solução aquosa 
para gerar quer seja cátions, quer seja ânions. As betaínas, as lecitinas e os fosfolipídeos 
fazem parte desse grupo; 
d) não iônicos: não fornecem íons em solução aquosa. Podem ser citados como 
exemplos os estearatos de etilenoglicol, estearatos de propilenoglicol, estearatos de glicerol e 
derivados de sorbitano (BARATA, 1995; CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; PRISTA et al., 2003). 
Levando-se em consideração a orientação do trabalho em questão, será dado 
interesse especial a essa última classe de tensoativos, uma vez que são preferencialmente 




[image: alt]EMBASAMENTO TEÓRICO 
 
  34
utilizados nas emulsões farmacêuticas por serem menos irritantes e por suas propriedades 
emulsionantes. 
1.1.2 Tensoativos Não Iônicos 
Nesse trabalho foi dado interesse especial aos tensoativos cuja parte polar é 
constituída de uma cadeia de polioxietileno. 
Essas moléculas são obtidas por policondensação de moléculas de óxido de etileno 
sobre uma substância lipofílica hidrogenada segundo a reação: 
 
 
A fixação ocorre em etapas sucessivas, formando uma mistura mais ou menos 
etoxilada em função do modo operatório. 
Os surfactantes apresentam a vantagem de ser compatíveis com todos os outros tipos 
de tensoativos e de ter suas propriedades pouco afetadas pelo pH do meio. Além disso, é 
possível obter, a partir de uma mesma base R-H, toda uma série de substâncias das quais as 
propriedades variam segundo o número de óxido de etileno fixados. 
Estes surfactantes são geralmente classificados de acordo com a natureza da ligação 
que une as partes hidrofílicas e lipofílicas: 
a) os surfactantes com ligações éster de fórmula geral R-COO-R’, sendo R a cadeia 
de hidrocarbonetos de um ácido graxo (normalmente entre C
12
 e C
18
 ) e R’ a parte hidrofílica, 
possivelmente um poliálcool ou uma cadeia polioxietilênica mais ou menos longa. Nessa 
classe estão contidos os ésteres de sorbitano utilizados como emulsionantes do tipo óleo/água 
(o/a) e ésteres de sorbitano polioxietilênicos, emulsionantes do tipo água/óleo (a/o); 
b) os surfactantes de ligação éter de fórmula geral R-O-R’, sendo R a cadeia de 
hidrocarbonetos lipofílica de um álcool graxo ou de um alquilfenol e R’ uma cadeia de 
RH
+
n
O
R
O
H
n
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polioxietileno mais ou menos longa. Entre os surfactantes pertencentes a esse grupo figuram 
os éteres de álcool graxo e de polietilenoglicol, que nos interessam mais particularmente: 
 
 
 
Os surfactantes desse grupo diferem entre si pela natureza do álcool graxo e pelo 
número de moléculas de óxido de etileno condensadas. De acordo com o número de 
grupamentos de óxido de etileno, é possível obter com um mesmo álcool emulsionantes do 
tipo água/óleo ou óleo/água. Tal característica confere grande vantagem aos tensoativos desse 
grupo, permitindo sua utilização em diversos domínios. 
Dentre os produtos pertencentes a esse grupo pode-se citar aqueles obtidos com o 
álcool laurico (C
12
), palmítico (C
16
), esteárico (C
18
), oléico (C
18’
) e compostos por 2 ou 20 
monômeros de óxido de etileno. Vale ressaltar que os surfactantes deste grupo são misturas e 
sua distribuição de massa molecular é devida a policondensação do óxido de etileno. Assim 
sendo, um surfactante polioxietilênico que possui em média 20 grupamentos de óxido de 
etileno comporta, na realidade, substâncias que contenham de 10 a 30 desses grupos, ou seja, 
produtos muito diferentes entre si (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
1.1.3 Propriedades 
A estrutura dos tensoativos lhes confere propriedades particulares e sua presença em 
um sistema pode modificar as características deste. 
1.1.3.1 Adsorção às Interfaces 
A presença na molécula de tensoativo de dois grupamentos que possuem 
características distintas de solubilidade provoca uma orientação preferencial desses produtos 
às interfaces. 
RO
O
OH
n
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Ao ser colocado em um líquido puro, o agente tensoativo se adsorve provocando 
com isso uma diminuição da tensão superficial (líquido-gás). Integrada em um sistema de dois 
líquidos não miscíveis, este se orienta segundo suas afinidades, forma um filme interfacial em 
torno de cada partícula dispersa e diminui a tensão interfacial do sistema (líquido-líquido) 
(CRUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
Essa diminuição da tensão superficial provocada pela adição de baixas quantidades 
de tensoativos é termodinamicamente favorável ao sistema disperso. Gibbs estudou esse 
fenômeno e estabeleceu o conceito de que as moléculas dissolvidas numa ou nas duas fases 
podiam imigrar para a superfície ou interface e criou o conceito do excesso de superfície, , 
para designar a diferença de concentrações de uma determinada espécie molecular no interior 
e à superfície de uma dada fase (PRISTA et al., 2003), através da equação: 
 d = -  
i 
d
i
   [1] 
onde: d é a variação da tensão superficial ou interfacial; 
i
 é o excesso 
superficial por unidade de superfície do componente i; d
i
 é a variação de seu potencial 
químico. 
Essa equação exprime o equilíbrio entre as moléculas de surfactantes na superfície, 
ou na interface, e aquelas que se encontram em solução. 
Para um sistema de dois componentes em temperatura constante, pode-se escrever: 
 d = - 
solvente 
d
 solvente 
- 
soluto 
d
soluto
   [2] 
Arbitrariamente, considera-se que o excesso superficial do solvente seja nulo (
solvente 
= 0), obtendo-se: 
 d = - 
 
d
  
[3] 
Onde  e d representam o excesso superficial e o potencial químico do soluto. 
Exprimindo o potencial químico em função da atividade e diferenciando a temperatura 
constante obtém-se: 
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 d = - 
 
d ln a
  
[4] 
Para as soluções diluídas pode-se descrever a equação em termos da concentração 
(moles/kg de solvente) no lugar da atividade: 
 d = - 
 
RT d ln c
  
[5] 
 
A equação que traduz a isoterma de Gibbs, conhecida por equação de adsorção de 
Gibbs, permite determinar o excesso de superfície (mol/unidade de superfície) e a área A 
ocupada por uma molécula de surfactante na superfície ou na interface: 
      
 [6] 
   
A = 1 / N
a
     [7] 
Sendo N
a 
o número de Avogrado. 
 
Observa-se que o excesso superficial não é diretamente expresso em termos de 
concentração do soluto, mas em termos da influência do soluto sobre a tensão superficial. 
Vale ressaltar que essas equações são aplicáveis à adsorção de solutos não 
dissociados tais como os tensoativos não iônicos. 
Diversos fatores podem influenciar a quantidade máxima de surfactante podendo ser 
adsorvido à interface ar-líquido ou líquido-líquido. A natureza do tensoativo pode intervir e, 
mais particularmente, a natureza do pólo hidrofílico. Para os tensoativos não iônicos do tipo 
polioxietilênicos, a área molecular é influenciada pelo comprimento da cadeia de óxido de 
etileno: em geral, para uma cadeia de hidrocarbonetos dada, A aumenta com o número de 
moléculas de óxido de etileno. A adição de eletrólitos desenvolve um papel igualmente 
importante sobre os valores do excesso superficial. Para os tensoativos não iônicos foi 
evidenciada uma ligeira diminuição de  com o aumento da força iônica. Por outro lado, a 
cd
d
RT ln
1
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área molecular A aumenta muito pela adição de cloreto de sódio à uma solução de surfactante 
aniônico (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; PRISTA et al., 2003). 
1.1.3.2 Formação de Micelas 
A curva obtida a partir da tensão superficial de uma solução aquosa de surfactante 
em função do logaritmo da concentração demonstra que a equação de Gibbs [5] é seguida 
apenas por uma certa faixa de concentração (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Tensão superficial de uma solução de surfactante em função do log da concentração. 
 
O exame dessa curva mostra que se a concentração do agente de superfície aumenta, 
a tensão superficial diminui inicialmente de forma regular (MA), em seguida de forma linear 
(AB) até uma concentração, a concentração micelar crítica (CMC), a partir da qual esta se 
torna constante. 
Entre A e B, o excesso superficial permanece constante. A tensão superficial 
continua tendendo a diminuir até a CMC, o que se explica pelo fato de que a camada 
adsorvida está dentro de um estado muito condensado e que é impossível de detectar as baixas 
variações de excesso superficial devido à baixa compressibilidade desta camada. 
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A partir da CMC a curva mostra que o excesso superficial não varia mais com a 
concentração de surfactante e as moléculas de tensoativo passam a se agregar formando 
micelas. A formação de micelas pode ser considerada como um mecanismo que permite a 
diminuição da energia interfacial do surfactante uma vez que todas as interfaces estão 
saturadas em moléculas adsorvidas. 
A partir de uma zona de concentração em torno da CMC observa-se uma mudança 
brutal de certas propriedades físicas (Figura 2): 
a) o tensoativo não abaixa mais a tensão superficial, ou interfacial, demonstrando que 
os monômeros em excesso não se orientam mais no sentido das interfaces; 
b) a pressão osmótica é constante, o que traduz a aparição de uma nova fase no 
sistema, tal como se este se mantivesse na forma de solução; 
c) o aumento da difusão da luz, ou da turbidez, caracteriza a presença de associações 
no sistema. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Variação das propriedades físicas em função do log da concentração de tensoativo. 
 
Em um agregado micelar normal, os grupamentos hidrofílicos do surfactante estão 
em contato com o solvente aquoso, enquanto que a “cauda” hidrofóbica é localizada no centro 
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da micela, distante do meio aquoso (situação favorável do ponto de vista energético). As 
micelas inversas são estruturas similares, cujo solvente é uma fase oleosa e os grupos 
hidrofílicos do surfactante estão localizados na parte interna do agregado (SALAGER, 2000). 
A agregação micelar é favorável, porém, é oposta pela agitação molecular 
desordenada. Assim sendo, um certo tamanho micelar é alcançado como o melhor equilíbrio 
dinâmico entre os dois efeitos. Isso pode ser bem observado a partir do momento em que as 
micelas trocam moléculas de surfactante com a fase dispersante em uma taxa muito acelerada, 
de maneira que a forma destas é esférica apenas na média (S
ALAGER, 2000), adotando 
diferentes formas geométricas simples (esférica, disco, bastonete e cilíndrica) (C
RUTCHET-
NIELLOUD, 1996). O tamanho e o formato das micelas pode variar muito rapidamente para 
satisfazer novas condições físico-químicas, tais como as produzidas por variação na 
formulação ou na temperatura (SALAGER, 2000). 
Nas soluções de surfactantes, monômeros e micelas estão em equilíbrio, sendo a 
forma monomérica predominante quando a concentração for inferior à CMC, e, a micelar a 
partir da CMC (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; SALAGER, 2000). 
A CMC é influenciada pela estrutura do tensoativo. Em geral, seu valor decresce 
quanto mais lipofílico ele se torna, ou seja, quando o comprimento da cadeia de 
hidrocarboneto aumenta. Para os tensoativos não iônicos, o aumento do número de moléculas 
de óxido de etileno da parte hidrofílica provoca um aumento da CMC. Esse fato pode ser 
relacionado à solubilidade dos surfactantes uma vez que, quando a cadeia carbonada aumenta, 
a hidrossolubilidade do tensoativo diminui e, com isso, sua CMC é diminuída. O oposto 
também é observado com um tensoativo mais hidrofílico, mais solúvel portanto em água, que 
apresenta uma CMC mais elevada. 
Em geral, os surfactantes não iônicos apresentam um valor de CMC menor que os 
iônicos de mesmo comprimento de cadeia de hidrocarbonetos. As variações da CMC com a 
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temperatura passam geralmente para um mínimo situado entre 20°C e 30°C para os 
tensoativos iônicos. Para os não iônicos, a temperatura participa de forma essencial na 
solubilidade e, conseqüentemente, na CMC (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
1.1.3.3 Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo (E.H.L.) 
O grande número de surfactantes e sua utilização com fins variados conduziram 
inúmeros autores à procura de uma classificação racional desses produtos. Diferentes sistemas 
foram propostos baseados na sua origem, estrutura química ou solubilidade. Foi então que 
Griffin introduziu, no final da década de 1940, a primeira expressão numérica do conceito de 
formulação dos sistemas água-óleo-surfactante, o E.H.L. (Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo) que 
leva em conta o equilíbrio entre os grupamentos polares e apolares do agente tensoativo. Esse 
equilíbrio é expresso com o auxílio de uma escala empírica. A metodologia do E.H.L. leva 
igualmente em conta a natureza do óleo através da noção do E.H.L. crítico que corresponde 
ao E.H.L. da mistura de surfactantes conduzindo à formação da emulsão mais estável o 
possível com o óleo considerado (BARATA, 1995; CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; SALAGER, 
2000; SALAGER et al., 2001). 
Todos os surfactantes tiveram um valor de E.H.L. atribuído de acordo com a escala 
arbitrária proposta inicialmente onde, o ácido oléico apresenta o menor valor (E.H.L. = 1) e 
oleato de potássio o maior (E.H.L. = 20), deduzindo os demais valores a partir da comparação 
de diferentes propriedades (S
ALAGER, 2000). O valor do E.H.L. será maior tanto quanto a 
parte hidrofílica do tensoativo for predominante (C
RUTCHET-NIELLOUD, 1996). Ou seja, as 
substâncias de E.H.L. muito baixo, acentuadamente lipófilas, são agentes antiespuma. As de 
valor de E.H.L. entre 3 e 9, possuindo ainda características lipofílicas, constituem os agentes 
emulsivos a/o, mas, a partir de 8, os tensoativos começam a apresentar propriedades 
hidrófilas. Dessa forma, o grupo de substâncias cujo E.H.L. vai desde 8 a 16 engloba os 
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agentes emulsivos o/a, situando-se os agentes solubilizantes na zona entre 16 e 18 (PRISTA et 
al., 2003). 
O valor do E.H.L. pode ser calculado a partir de diferentes fórmulas estabelecidas na 
literatura em função da sua composição química ou pode ser determinado experimentalmente 
(BARATA, 1995). 
Devido a sua extrema simplicidade, o E.H.L. ainda hoje é muito utilizado, apesar de 
sua imprecisão e das numerosas limitações. O E.H.L. corresponde essencialmente a uma 
propriedade do surfactante, enquanto que as propriedades do sistema água-óleo-surfactante, 
em equilíbrio ou em emulsão, dependem também de outras variáveis como a natureza e a 
concentração dos eletrólitos, a presença de álcools, a temperatura, bem como a própria 
composição do sistema (SALAGER  et al., 2001). Um exemplo do efeito da temperatura é 
observado sobre a hidratação dos grupos polietilênicos que diminui conforme aumenta a 
temperatura, levando a uma diminuição da hidrofilicidade de tensoativo, diminuindo com isso 
seu E.H.L. (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
Embora o empirismo ligado à noção do E.H.L. faça com que essa metodologia seja 
fonte de muita discussão entre vários autores, o conhecimento desse valor apresenta diversas 
vantagens. Ele pode ser correlacionado a diferentes propriedades físico-químicas das soluções 
aquosas de tensoativos como, por exemplo, sua solubilidade em água, sua energia de adsorção 
interfacial e sua CMC. 
Além disso, a escala do E.H.L. encontra sua utilização nas misturas de tensoativos 
não iônicos. Na realidade, os sistemas utilizados na prática contêm quase sempre misturas de 
surfactantes com objetivos que podem ser diferentes: 
 a) quando se quer obter duas propriedades de uma só vez. Nesse caso, combina-se 
duas substâncias onde cada uma possua uma propriedade desejada, obtendo-se dessa forma 
uma mistura de efeitos independentes e cumulativos (surfactantes de E.H.L. muito diferentes); 
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b) mistura-se também tensoativos quando se quer obter uma propriedade média 
intermediária entre as dos dois componentes. Esse é o caso, geralmente, de uma mesma 
propriedade com diferentes graus de intensidade. A hidrofilicidade de uma mistura de 
surfactantes A e B é então calculada pela regra de aditividade do E.H.L. (surfactantes de 
E.H.L. próximos). 
EHL
m
 = x
a
 EHL
a
 + x
b 
EHL
b
 
Sendo x
a
 e x
b
 respectivemente as frações ponderais dos tensoativos A e B. 
 
Vale ressaltar que a noção de média refere-se apenas aos sistemas que se comportam 
como soluções ideais nas quais os efeitos são independentes e aditivos. Em geral é o caso de 
misturas de moléculas pertencentes à mesma série química. 
Paralelamente à noção do E.H.L. dos tensoativos, cada fase lipofílica tem seu E.H.L. 
crítico. Esse responde ao E.H.L. do tensoativo ou da mistura de tensoativos que, em condições 
precisas, permite, a partir da mistura dessa fase com a água, a obtenção da emulsão mais 
estável. Assim sendo, conhecendo o E.H.L. crítico da substância hidrofóbica a ser 
emulsionada, é possível determinar de modo simples as quantidades dos respectivos 
tensoativos da mistura para a obtenção do E.H.L. crítico (BARATA, 1995; CRUTCHET-
N
IELLOUD, 1996; SALAGER, 2000; PRISTA et al., 2003). 
1.2 Os Sistemas Ternários Tensoativo-Água-Óleo 
1.2.1 Comportamento de um Anfifílico em um Sistema Água / Óleo 
Os sistemas tensoativo-água-óleo podem se apresentar sob diferentes formas: 
monofásicos (soluções micelares, microemulsões), polifásicos (macroemulsões difásicas ou 
polifásicas) ou formar mesofases como os cristais líquidos (C
RUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
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Nesse trabalho estamos interessados nas emulsões que, como foi dito anteriormente, 
são sistemas constituídos por um líquido disperso sob a forma de pequenas gotículas em um 
outro líquido não miscível. Durante a emulsificação forma-se um filme de fase contínua em 
torno das gotículas da fase interna, mas, muito rapidamente, o filme se rompe, as gotas 
coalescem e ocorre a separação de duas fases. A adição de um tensoativo diminui as tensões 
interfaciais e estabiliza o sistema. Essa noção de estabilidade é, evidentemente, relativa 
(PRISTA et al., 2003). 
A natureza e as propriedades das dispersões líquido / líquido obtidas, tais como o 
sentido da fase por exemplo, dependem de fatores físicos aplicados no momento da 
fabricação, bem como dos fatores da formulação: a natureza e as proporções das diferentes 
substâncias presentes, a temperatura, a presença de sais, etc. 
A fim de melhor entender os problemas ligados à formulação das emulsões e os 
diferentes fenômenos observados em função da variação de certos parâmetros, diferentes 
conceitos foram propostos com o intuito de avaliar e melhor conhecer a influência do 
tensoativo na interface de um sistema disperso. 
Dentre eles pode-se citar o conceito de Winsor (1954) baseado na noção de interação 
entre o tensoativo, a fase oleosa e o meio aquoso, estabelecendo uma relação entre o tipo e a 
estrutura do sistema observado, e a afinidade relativa do tensoativo para com as fases aquosa 
e oleosa. 
Outro conceito importante é o da temperatura de inversão de fase (PIT), proposto por 
Shinoda & Arai (1964), que demonstra que a maioria das emulsões a/o estabilizadas por 
tensoativos não iônicos tem sua fase invertida quando alcançam uma temperatura crítica. Esse 
fenômeno pode ser facilmente explicado pelo fato de que para os agentes não iônicos, 
particularmente os polietoxilados, o aumento da temperatura inibe as ligações de hidrogênio, 
levando à diminuição da solvatação dos grupamentos óxido de etileno. O caráter lipofílico 
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desses tensoativos é então aumentado. Em conseqüência disso, é normal que uma variação de 
temperatura provoque uma transição e que o tipo de emulsão mude. 
Um terceiro conceito muito importante foi o desenvolvido por Salager e 
colaboradores (1982) que pode ser utilizado para formular uma emulsão simples, de 
estabilidade ótima, em função dos parâmetros da formulação. Este conceito é baseado no fato 
de que a inversão da emulsão é devida, essencialmente, ao efeito de duas características, a 
diferença de afinidade do tensoativo entre a fase oleosa e a aquosa, SAD (Surfactant Affinity 
Difference), que depende das variáveis da formulação, e a razão entre a água e o óleo, WOR 
(Water Oil Ratio). As variáveis da formulação podem ser a salinidade da fase aquosa, a 
lipofilicidade do óleo, o E.H.L. do tensoativo ou da mistura, a temperatura ou a presença de 
uma outra substância em uma das fases. Em todos os casos, a inversão da emulsão se produz 
na formulação ótima, aquela pela qual a afinidade do tensoativo pelo óleo está exatamente 
equilibrada com a afinidade pela fase aquosa. A essa formulação ótima corresponde uma 
tensão interfacial mínima, uma viscosidade mínima, uma solubilização máxima, e ainda um 
mínimo poder espumante e espumas de baixa estabilidade (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; 
SALAGER, 2000; SALAGER et al., 2001; LEE & LIM, 2005). 
1.2.2 Diagramas de Fases 
Quando em proporções diferentes, a mistura ternária composta por tensoativo-água-
óleo pode se apresentar na forma de diferentes sistemas com estruturas variáveis, sendo a 
emulsão apenas um sistema dentre tantos outros. Experimentalmente, a maneira mais simples 
de precisar um sistema é o estabelecimento do diagrama de fases. Essa metodologia consiste 
em preparar misturas de diferentes proporções em óleo, água, tensoativo, segundo um 
protocolo operatório bem estabelecido e determinar, após o equilíbrio, a natureza dos sistemas 
obtidos. Os resultados são mostrados sobre um triângulo eqüilátero onde cada vértice 
representa um dos elementos, água (A), tensoativo (T) e óleo (O) (Figura 3), a temperatura é 
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definida e constante. Os vértices podem ainda definir uma composição constante dos 
elementos presentes, neste caso, o vértice T representará uma mistura dada de tensoativos 
(tensoativo/cotensoativo). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Exemplo de diagrama de fase onde os vértices representam os componentes da mistura: água (A), 
tensoativo (T) e óleo (O). 
 
 
Cada ponto do triângulo corresponde a uma composição definida pela intersecção 
das paralelas desenhadas a partir deste ponto na direção de cada lado do triângulo, definindo 
as proporções de tensoativos sobre AT, de óleo sobre TO e de água sobre OA. Os sistemas 
obtidos são caracterizados com o auxílio de diversas metodologias, sendo o microscópio 
polarizante e o raio X os mais comuns. 
Uma vez que esse trabalho consiste apenas na localização da zona emulsionada, 
serão brevemente caracterizadas a seguir as diferentes fases que podem ser identificadas nas 
misturas tensoativo-água-óleo, segundo as regiões do diagrama (Figura 4): 
Tensoativo 
Óleo 
A 
Água 
A 
T 
O 
B 
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a) as fases isotrópicas, aquosa (L1) ou oleosa (L2), que são as soluções micelares 
quando a concentração de tensoativo for superior à CMC, formadas respectivamente por 
micelas diretas óleo em água ou inversas água em óleo; 
 
b) as fases cristalinas (LC) apresentam diversas texturas das quais a estrutura 
depende das quantidades relativas de água e óleo. Partindo-se de sistemas ricos em água, e 
aumentando progressivamente a proporção de óleo, encontram-se sucessivamente as fases 
hexagonais, cúbicas, lamelares (L

), cúbicas inversas e, por fim, hexagonais inversas. Dentre 
elas, duas são consideradas mais importantes: 
- hexagonal: formada por concentrações médias de surfactante e água com pouco 
óleo. Esse sistema é um gel viscoso, transparente, de fase contínua aquosa e consiste em um 
arranjo hexagonal de cilindros de comprimento definido, separados uns dos outros por água, 
- lamelar: formada pela mistura pobre em água, ricas em surfactante e óleo. Esse 
sistema é um gel transparente, menos viscoso que a fase hexagonal e de fase externa aquosa. 
As moléculas de tensoativo são dispostas em bicamadas planas indefinidas e eqüidistantes. As 
“cabeças” polares são localizadas no exterior da estrutura, em contato com uma camada de 
água, 
 
c) as fases emulsões são as misturas das fases L
1
 + L
2
 ou até mesmo L
1
 + LC 
(bifásicas) ou L
1
 + L
2 
+ LC (trifásicas). Pode-se considerar que os sistemas emulsionados se 
situam no triângulo dos quais os vértices são definidos pelo limite superior do isótropo aquoso 
(L
1
), o vértice correspondente ao óleo puro e ao correspondente à água pura (CRUTCHET-
NIELLOUD, 1996; SALAGER et al., 2001). 
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Figura 4: Exemplo de diagrama de fase de um sistema tensoativo-água-óleo mostrando as diferentes fases que 
podem ser evidenciadas (C
RUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
 
Vale ressaltar que a nitidez da separação entre os diferentes tipos de fases depende 
dos sistemas ternários estudados. 
Os diagramas de fase não explicam a estabilidade dos sistemas, apenas descrevem a 
passagem entre as diferentes fases e ilustram a conseqüência da variação da concentração dos 
constituintes sobre o sistema. Dessa forma, uma linha partindo de um vértice até um ponto do 
lado oposto representa todas as misturas possíveis, mantendo as mesmas proporções relativas 
dos dois outros componentes. Esta metodologia é muito útil na identificação do que ocorre a 
partir do momento em que se dilui um determinado sistema dado com um solvente. A linha 
AB (Figura 3), por exemplo, representa todas as composições possíveis obtidas a partir de 
uma mistura contendo originalmente 50% de tensoativo e 50% de óleo diluída com água. 
Pode-se ainda utilizar essa metodologia para estudar sistemas de quatro 
componentes, água-óleo-tensoativo-substância ativa. Nesse caso, representa-se graficamente o 
sistema sob a forma de um tetraedro regular, onde, cada vértice corresponde ao elemento puro 
e cada lado representa o sistema ternário. 
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O interesse do emprego dos diagramas de fase no processo de formulação é, por um 
lado, determinar o comportamento da fase dos sistemas ternários em função da concentração 
dos constituintes e, por outro lado, em nível das emulsões, indicar as relações de concentração 
que conduzam à formação de emulsões finas, correspondendo aos critérios necessários para se 
obter a máxima estabilidade. Além disso, a compreensão da morfologia da emulsão é de 
suprema importância uma vez que sua manutenção é necessária durante certo período de 
tempo a fim de preservar suas propriedades (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; SALAGER  et al., 
2001; L
EE & LIM, 2005). 
1.2.3 Emulsões 
A palavra emulsão deriva do verbo latino emulgeo, que significa mungir, aplicando-
se em geral, a todas as preparações de aspecto leitoso com as características de um sistema 
disperso de duas fases líquidas. A obtenção das primeiras emulsões para fins medicinais foi 
comunicada à Real Sociedade da Grã Bretanha em 1674. Com o passar dos anos a utilização 
dessas preparações foi se difundindo cada vez mais, tendo no século XIX se observado 
renovado interesse por esta forma farmacêutica. Atualmente, as emulsões constituem uma das 
principais formas de uso externo, substituindo progressivamente as antigas pomadas feitas 
com excipientes de natureza gordurosa. Além do interesse tópico, estas podem ter também 
aplicação interna, podendo ser administradas por via oral ou parenteral (PRISTA et al., 2003). 
Nesse trabalho, no entanto, daremos enfoque apenas às de uso tópico, que podem ser 
administradas sobre a pele ou mucosas. São sistemas água/óleo ou óleo/água que permitem 
veicular um grande número de substâncias, além de interferir no seu potencial de penetração 
cutânea e atuar sobre o grau de hidratação do stratum corneum (P
RISTA et al., 2003). A ação 
da formulação sobre a penetração transdérmica será explicada mais adiante. 
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1.2.3.1 Microemulsões 
A palavra emulsão é usada tanto para microemulsão como quanto para 
macroemulsão (assim como nos termos recentemente introduzidos miniemulsão e 
nanoemulsão), gerando certa confusão com a nomenclatura. Macroemulsões (ou emulsões 
simples) são sistemas com partículas dispersas de diâmetro entre 1 e 100 m (podendo ser 
considerado em casos especiais de 0,5 a 500 m). Nessa faixa as gotículas são, de uma 
maneira geral, grandes o bastante para decantar sob influência da gravidade. No entanto, os 
mecanismos cinéticos envolvidos na quebra da emulsão podem ser tão lentos que essa pode 
ser considerada como (meta)estável em função da aplicação (SALAGER, 2000). 
O núcleo de uma micela é uma região de exclusão onde substâncias incompatíveis 
com o solvente podem entrar espontaneamente em um processo chamado solubilização. 
Graças à solubilização, as micelas tornam-se inchadas e podem atingir o tamanho de pequenas 
gotículas (0,1 m). Se a concentração de surfactante for superior a CMC, muitas micelas 
serão formadas. Se uma outra fase estiver presente e as características físico-químicas da 
formulação forem apropriadas, as micelas vão solubilizar uma grande quantidade dessa fase e 
tornar-se tão inchadas que começam a interagir em um fenômeno chamado percolação. O 
sistema constituído por estruturas micelares, inchadas, capazes de solubilizar grandes 
quantidades, tanto de água como de óleo, foi chamado microemulsão (Foto 1) por terem 
pensado, inicialmente, se tratar de emulsões formadas pela dispersão de gotículas 
extremamente pequenas. Atualmente, percebe-se que essa nomenclatura é mal empregada, 
uma vez que uma microemulsão é, inicialmente, um sistema monofásico termodinamicamente 
estável. Além disso, muitas microemulsões não podem ser consideradas como dispersões de 
gotículas muito pequenas, mas sim percoladas, ou estruturas bicontínuas onde não há fase 
interna ou externa, nem possibilidade de diluição, como ocorre com as emulsões normais. As 
microemulsões são sistemas onde, graças à ação do surfactante, ou uma mistura deles, torna 
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possível a coexistência, em escala quasi molecular, das fases aquosa e oleosa. Elas 
apresentam microdomínios não necessariamente esféricos, de pequenas dimensões, 
tipicamente da ordem de 10 a 50 nm (SALAGER, 2000; SALAGER et al., 2001), podendo chegar 
a 100 nm segundo alguns autores (MARTINI, 1996), que flutuam rapidamente no tempo e 
espaço, responsáveis pelo aspecto transparente e baixa viscosidade apresentados (SALAGER, 
2000; SALAGER et al., 2001). 
Embora o termo microemulsão proposto por Schulman em 1959 seja até hoje 
discutido, diversos sinônimos vêm sendo empregados, tais como, emulsões transparentes, 
emulsões micelares, soluções micelares “inchadas” ou “expandidas” e, mesmo esta última, 
soluções micelares, pode ser aceitável somente se considerarmos que a microemulsão resulta 
do processo de solubilização micelar de uma macroemulsão quando da adição de um 
cotensoativo adequado. Qualquer que seja o termo adotado, a fronteira entre as 
microemulsões e as soluções micelares permanece, ainda hoje, muito tênue uma vez que suas 
características são muito próximas, em certos casos similares, e que a única diferenciação 
verídica reside no tamanho das partículas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 1: Microemulsão - evidenciando a transparência. 
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As microemulsões apresentam diversas propriedades que são usadas para a sua 
caracterização, devendo responder a exigências bem precisas: transparência, isotropia, fluidez 
e comportamento reológico newtoniano (MARTINI, 1996). 
A transparência e a isotropia, propriedades ópticas, ocorrem em resposta à sua 
estrutura particular. A primeira delas é devida ao tamanho das gotículas dispersas, inferiores a 
um quarto (1/4) do comprimento de onda das radiações visíveis fazendo com que a luz branca 
atravesse o sistema sem sofrer difração. A isotropia é devida a uma ausência de ordem global 
no seio das microemulsões. A luz polarizada atravessa o sistema sem sofrer difração. Esta 
propriedade permite diferenciá-las de outros sistemas transparentes como os cristais líquidos 
(MARTINI, 1996). Para a caracterização de um sistema microemulsionado, recomenda-se 
conferir a dispersão da luz com o auxílio de um laser de baixa potência, geralmente um laser 
pointer (SALAGER, 2000). 
Uma vez que as microemulsões são um sistema de microdispersões, estas possuem 
geralmente a fluidez do meio dispersante e um comportamento reológico do tipo newtoniano, 
diferentemente das macroemulsões cujo tamanho das partículas dispersas gera um 
comportamento reológico do tipo pseudoplástico, também chamado reofluidifiante (MARTINI, 
1996). Graças a essa característica, as microemulsões são facilmente pulverizáveis (MARTINI, 
2003) e podem ser administradas por via oral, na forma de cápsulas de gelatina duras ou 
moles (L
I et al., 2005). A viscosidade pode ser alterada mantendo suas características ópticas 
e reológicas por gelificação, no entanto, embora esta possa favorecer a aplicação cutânea, 
pode também alterar sua possibilidade de penetração (M
ARTINI, 1996). 
Ainda em função do tipo de estrutura, as microemulsões são muito apreciadas como 
promotores de absorção, tanto de uso tópico (MARTINI, 2003) como oral, sendo capazes de 
promover a solubilização da substância ativa, sua liberação nos sítios de absorção e 
finalmente sua biodisponibilidade (LI et al., 2005). 
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As microemulsões são teoricamente estáveis, como afirmado anteriormente, sendo 
esse comportamento ligado à tensão interfacial muito baixa. Além disso, sua estabilidade 
termodinâmica confere à formulação uma perfeita homogeneidade, não sofrendo, portanto, 
com os fenômenos de sedimentação, cremagem ou gradientes de concentração do princípio 
ativo. São formadas espontaneamente, sem aporte de energia exterior, diminuindo assim o 
tempo de fabricação e tornando capaz a incorporação de princípios ativos termolábeis desde o 
início da manipulação, sem risco de deterioração e com melhor homogeneização. A 
estabilidade pode, no entanto, sofrer influência da temperatura dependente da natureza da 
mistura de surfactantes empregada (MARTINI, 1996). 
Esse sistema apresenta três propriedades originais, que definem suas utilizações 
potenciais além dos campos farmacêutico e cosmético: tensão interfacial ultrabaixa, fazendo 
com que seja útil na recuperação e melhoramento do petróleo; alto poder solubilizante, sendo 
útil nos processos de descontaminação dos solos; presença de um microdomínio aquoso ou 
oleoso, podendo ser usada como meios reacionais tanto na fabricação de nanopartículas como 
em reações enzimáticas, por exemplo (SALAGER et al., 2001). 
1.2.3.2 Nanoemulsões 
As miniemulsões são, assim como as macroemulsões, sistemas bifásicos no qual o 
tamanho das gotículas dispersas foi produzido extremamente pequeno por algum processo 
complexo, não apenas agitação (S
ALAGER, 2000). Podem ser preparadas por emulsificação 
espontânea a partir da tecnologia PIT ou por métodos de emulsificação de grande energia 
mecânica empregando ultra-homogeneizadores, homogeneizadores a alta pressão ou 
geradores de ultra-som (M
ARTINI, 2003; SADURNI et al., 2005; SOLANS  et al., 2005). O 
tamanho das gotículas das miniemulsões é, atualmente, da mesma ordem de magnitude das 
microemulsões (geralmente entre 20 e 200 nm), sendo por isso, chamadas também de 
nanoemulsões. No entanto, contrariamente ao ocorrido com as microemulsões, as 
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nanoemulsões não são termodinamicamente estáveis e podem ser diluídas com sua fase 
externa (SALAGER, 2000; SOLANS et al., 2005). 
Graças ao tamanho característico das gotículas dispersas, as nanoemulsões aparecem 
transparentes ou translúcidas quando observadas a olho nu, mostrando um reflexo azulado 
(Foto 2) oriundo da difusão da luz por estas estruturas muito pequenas, conhecido como efeito 
Tyndall. Além disso, essa característica também lhes confere maior estabilidade, 
principalmente contra sedimentação e cremagem (SALAGER et al., 2001; SOLANS et al., 2005). 
Na literatura encontra-se ainda referência a esse tipo de emulsão como submicrônica, ultrafina 
(SOLANS et al., 2005), sprayable (capaz de ser utilizada na forma de spray), etc. Esta última 
ocorre graças a sua viscosidade muito baixa e o comportamento reológico demonstrado, 
freqüentemente newtoniano, permitindo com isso, que seja pulverizável a partir de qualquer 
sistema (MARTINI, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 2: Comparação entre nanoemulsão (esquerda) e macroemulsão (direita)    
com diâmetros das gotículas de 35nm e 1m, respectivamente (S
OLANS et al., 2005). 
 
As propriedades citadas fazem com que as nanoemulsões sejam de grande interesse 
em estudos fundamentais e aplicações práticas, nas áreas da química, cosmética e 
farmacêutica. Nessa última têm se discutido muito sobre seu potencial como promotor da 
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absorção de fármacos, tanto em nível tópico, como oral, aumentando a biodisponibilidade de 
substâncias pouco hidrossolúveis. Além disso, vêm sendo empregado também em 
formulações de uso oftálmico e em nutrição parenteral, apresentando ainda a vantagem de 
poderem ser esterilizadas por filtração. Embora as nanoemulsões de fase contínua aquosa 
sejam investigadas há mais tempo, especialmente como nanoreatores para polimerizações, 
tanto essas como as de fase contínua oleosa, vêm sendo ativamente estudadas e 
desenvolvidas, refletindo em numerosas publicações e patentes. Graças à sua transparência, 
possuem grande apelo cosmético e são freqüentemente relacionadas ao frescor, pureza, 
simplicidade, etc. (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004; SADURNI et al., 2005; SOLANS et al., 
2005). 
1.2.4 Estabilidade das Emulsões 
As emulsões são sistemas termodinamicamente instáveis, pois sua deterioração 
resulta em um decréscimo na energia livre (SALAGER, 2000), fator esse que se traduz por 
diversos fenômenos. No entanto, qualquer que seja a finalidade a que se destine, a emulsão 
deve se manter estável durante um prazo mais ou menos longo. As principais alterações que 
podem sofrer são quanto à sua apresentação e estão descritas a seguir: 
a) a cremagem e a sedimentação são fenômenos teoricamente reversíveis, visto que 
não ocorre variação no tamanho das gotículas. Estas migram em função de sua massa, para 
baixo, sedimentando-se ou para a superfície (cremagem). Na prática, no meio líquido, as 
partículas dispersas se deformam e, se o filme interfacial não for suficientemente resistente, 
ocorre a reunião das partículas da fase graxa. A cremagem se manifesta na forma de uma 
camada de óleo na superfície da emulsão (MARTINI, 2003); 
b) a floculação é a reunião de vários glóbulos que guardam sua individualidade sem 
que ocorra modificação no tamanho. É também um fenômeno reversível por agitação, que 
separa novamente as partículas, no entanto, denota uma estabilidade precária que pode 
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sempre, uma vez que o filme interfacial é insuficientemente sólido, se transformar em 
coalescência (MARTINI, 2003; PRISTA et al., 2003); 
c) a coalescência é um fenômeno irreversível que ocorre devido à fusão de diversas 
partículas dispersas até levar à separação das fases; 
d) a inversão de fase é um fenômeno brusco pelo qual uma emulsão água/óleo se 
transforma em uma óleo/água, ou vice-versa. Normalmente está associada à elevação da 
temperatura, que aumenta a lipofilia dos agentes emulsionantes não iônicos, mais comumente 
utilizados; 
e) a difusão molecular é mais uma modificação na textura da emulsão que uma 
verdadeira instabilidade. Esse fenômeno se desenvolve, principalmente, nas emulsões 
grosseiras e heterogêneas. Nesse caso, ocorre, progressivamente, uma difusão das pequenas 
gotículas com as maiores, tornando-se ainda mais importantes com o aumento da viscosidade 
(MARTINI, 2003). 
Ainda que a instabilidade das emulsões seja facilmente evidenciada, a quantificação 
dessa instabilidade é difícil. Para uma avaliação rápida pode-se dispor de diferentes métodos 
de “aceleração do envelhecimento” adaptados aos variados sistemas estudados, e que  
apresentam certa correlação com a estabilidade em temperatura ambiente ao longo do tempo. 
Dentre eles podemos citar: a centrifugação, os choques térmicos, modificação da carga 
eletrolítica por agentes de floculação, aquecimento, etc. Além desses, a granulometria seguida 
por fotografia e análise de imagem ou difusão da luz e a medida da condutividade elétrica e 
do potencial Zeta podem, igualmente, ser efetuadas e darão indícios mais fortemente 
relacionados aos fenômenos de instabilidade que levam à cremagem, floculação e 
coalescência (CRUTCHET-NIELLOUD, 1996; PRISTA et al., 2003). 
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2 Penetração Cutânea e Biodisponibilidade 
A epiderme humana é particularmente bem adaptada para exercer sua função 
essencial de barreira, limitando a entrada dos agentes externos e participando da homeostasia 
geral do organismo, regulando a perda de água transepidérmica. Devido à importância da sua 
superfície, a pele constitui quantitativamente o órgão mais importante em contato com o meio 
externo. A barreira protetora, contudo, não é absoluta, mas sim permeável, em diferentes 
graus, a praticamente todas as substâncias. Essa permeabilidade está ligada principalmente ao 
estado fisiológico da pele, às propriedades físico-químicas das substâncias as quais ela 
supostamente restringe a entrada e à natureza do meio pelo qual essas substâncias são levadas 
ao contato com a pele (MARTY & GUY, 1996). 
2.1 A Pele: Interface Terapêutica 
A pele é o maior órgão do corpo humano, apresentando uma superfície de 
aproximadamente 1,8 a 2,0 m
2
 de área e cerca de 9 Kg de peso. Ela forma a única e flexível 
interface entre nosso meio interno e o ambiente externo, possuindo ainda funções sensoriais, 
termoregulatórias, metabólicas e imunológicas. A pele é flexível o suficiente para resistir à 
distorções permanentes dos movimentos e fina o bastante para permitir estimulação. É 
responsável ainda por diversas funções auxiliares, tais como o metabolismo e a produção de 
suor que permite o controle da temperatura e a excreção de produtos indesejáveis (D
EGIM, 
2006). 
A pele é composta por três camadas, tecido subcutâneo (hipoderme), derme e 
epiderme (Figura 5). A camada descontínua de sebo, um fluido lipofílico complexo secretado 
pelas glândulas sebáceas, é às vezes, considerado como uma quarta camada mais externa 
(D
EGIM, 2006). Esse material gorduroso contém cerca de 20% de colesterol, estando apenas 
uma décima parte esterificada. A presença do colesterol, na forma de 7-desidrocolesterol, 
funciona como precursor da vitamina D
3
. Encontram-se ainda ácidos graxos livres, como o 
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oléico, e glicerídeos diversos. Além da função de impermeabilidade bem definida, tem sido 
atribuída ainda uma importante função na atração sexual e na diferenciação racial. A barreira 
gordurosa é descontínua em virtude da presença dos orifícios dos canais sudoríparos e dos 
folículos pilosos, ao nível dos quais a epiderme forma uma invaginação, deixando um espaço 
entre o pêlo e a bainha, o qual se enche de sebo (PRISTA et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Corte esquemático vertical evidenciando as estruturas da pele: folículo piloso (1); a camada mais 
externa da epiderme, stratum corneum (2), e as camadas mais internas seqüenciais, stratum lucidum, stratum 
granulosum, stratum spinosum e stratum basale (3); derme (4); músculo eretor do pêlo (5); glândula sebácea (6); 
glândula sudorípara (7); vasos sanguíneos (8); e hipoderme, rica em tecido adiposo (9) (D
EGIM, 2006). 
 
O  stratum corneum é a camada mais externa da epiderme (DEGIM, 2006), situada 
imediatamente abaixo do induto gorduroso (PRISTA et al., 2003). Em humanos é constituída 
por 10 a 25 camadas de corneócitos mortos, anucleados, alongados, totalmente 
queratinizados, encaixados na matriz da bicamada lipídica (D
EGIM, 2006). Apresenta ainda 
apreciável quantidade de ácidos graxos e ésteres de colesterol (P
RISTA et al., 2003). Seu 
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conteúdo hídrico é relativamente pequeno, representando de 7 a 12% da quantidade total de 
água da pele (PRISTA et al., 2003). Essa camada apresenta apenas de 6 a 10 m de espessura 
na maioria das regiões do corpo (pele delgada) e entre 0,4 e 0,6 mm nas palmas das mãos e 
solas dos pés (pele espessa). O stratum corneum é constituído por 40% de proteínas, das quais 
80% é a queratina (DEGIM, 2006), principal responsável pela elasticidade e solidez do tecido 
(PRISTA et al., 2003). O tipo e a quantidade dos lipídios do estrato córneo variam em função 
do local do corpo e, acredita-se que a permeabilidade cutânea seja afetada pelos lipídios dessa 
camada (DEGIM, 2006). Tanto a queratina como o glicolipídio, que compõe a barreira 
impermeável, são sintetizados pelos queratinócitos, as células mais numerosas da epiderme 
(ROSS & ROMRELL, 1993). 
Os lipídios intercelulares da epiderme contribuem de três formas na manutenção da 
saúde cutânea: pela hidratação, adesão celular e redução da perda de água transepidérmica. 
Todas essas funções podem ser atribuídas à propriedade de auto-organização das moléculas 
anfifílicas dos lipídios da epiderme, que formam estruturas lamelares nos espaços 
intercelulares do stratum corneum. O principal componente desses lipídios intercelulares é a 
ceramida, uma molécula anfifílica, capaz de formar estruturas lamelares que atuam como 
moduladores específicos na retenção hídrica dessa camada, mantendo a função de emoliência 
da camada córnea e conferindo leveza à pele (IWAI et al., 1998; DEGIM, 2006). 
A epiderme é formada por epitélio pavimentoso estratificado, composto por várias 
camadas celulares das quais o stratum corneum é o mais externo. A derme é constituída por 
duas camadas: papilar (tecido conjuntivo frouxo), localizada imediatamente sob a epiderme, e 
reticular, camada mais interna, rica em fibras colágenas (tecido conjuntivo denso) (ROSS & 
ROMRELL, 1993;  PRISTA et al., 2003). As glândulas sudoríparas, os folículos pilosos e as 
glândulas sebáceas associadas desenvolvem-se como projeções descendentes da epiderme, 
sendo que os dois primeiros passam pela derme e, em geral, vão para a hipoderme (tela 
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subcutânea subjacente). As glândulas sebáceas desembocam no terço superior do folículo 
piloso e localizam-se na derme (ROSS & ROMRELL, 1993). 
2.2 As Vias de Penetração 
Apesar da função de barreira da pele, algumas substâncias químicas são capazes de 
penetrá-la. O mecanismo de penetração tem sido amplamente estudado. A principal 
resistência entre o estrato córneo e as camadas de células epidérmicas para o transporte 
transdérmico de substâncias foi hipotetizado pela primeira vez em 1924. Alguns anos mais 
tarde, foi demonstrado que várias drogas apresentavam significante permeabilidade sendo 
possível determinar seus coeficientes de difusão no stratum corneum (DEGIM, 2006). 
A impermeabilidade relativa da pele limitou durante muito tempo a administração 
cutânea de medicamentos usados no tratamento de problemas dermatológicos. Para esse tipo 
de aplicação terapêutica a absorção sistêmica deve ser evitada. Foi demonstrado, no entanto, 
que a maioria dos medicamentos são susceptíveis de atravessar a barreira cutânea e de se 
difundir no organismo como um todo, pelo menos em pequenas quantidades, muitas vezes o 
suficiente para levar a efeitos secundários indesejados, principalmente no caso de uso 
descontrolado ou prolongado. 
As modalidades de absorção e de reabsorção das substâncias químicas através da 
pele e as particularidades farmacocinéticas da difusão percutânea, tais como ausência de 
efeito de primeira passagem hepática, sítio de aplicação externo, entre outros, permitiram 
encarar a utilização de tal via para administrar medicamentos de ação sistêmica. Essa 
administração torna-se importante em determinados casos, como para substâncias sensíveis ao 
metabolismo hepático, quando se intenciona obter um efeito prolongado ou ainda em casos 
que visem diminuir os efeitos secundários. 
No caso de uma formulação tópica, a biodisponibilidade pode ser definida como 
sendo a característica de uma preparação administrada na superfície da pele indicando, 




EMBASAMENTO TEÓRICO 
 
  61
simultaneamente, segundo qual cinética e segundo qual proporção o princípio ativo atinge 
uma determinada estrutura anatômica do tecido cutâneo ou as estruturas situadas sob a pele. A 
biodisponibilidade cutânea varia segundo a composição química e a natureza física do 
excipiente. Esse conjunto de fatores definirá a aptidão da substância contida na formulação 
em migrar para a camada córnea e, a partir daí, se difundir. 
A absorção percutânea corresponde à transferência de uma ou mais substâncias 
através da pele a partir do meio exterior até o sangue. Essa pode ser definida como a soma de 
dois fenômenos: a penetração das moléculas na pele íntegra, seguida de uma reabsorção pela 
circulação sanguínea ou linfática, desde a derme papilar até a derme profunda (MARTY  & 
GUY, 1996). 
A etapa de penetração, em termos físicos, é uma difusão passiva através de cada 
estrutura do tegumento (MARTY & GUY, 1996). A passagem através do stratum corneum é o 
principal fator limitante (DEGIM, 2006), pois depende da taxa de partição ocorrida na interface 
meio ambiente/camada córnea. Essa etapa indispensável corresponde, a partir do meio 
exterior ou do veículo, à “liberação” da molécula que vai se difundir, colocando-a a 
disposição do organismo. Uma vez absorvida, a substância é distribuída no organismo e, em 
seguida, após ter sido ou não metabolizada, é eliminada, seguindo uma seqüência de etapas 
semelhantes às conhecidas para todas as outras vias de administração. 
Enquanto a camada córnea é reconhecida como responsável pela barreira à difusão, 
as estruturas dérmicas, participam apenas de forma muito modesta, uma vez que a 
vascularização das papilas favorece a reabsorção das moléculas provenientes da epiderme 
(MARTY & GUY, 1996). 
A penetração pode ocorrer por vias distintas (Figura 6). Embora as vias sejam 
fundamentalmente as mesmas, alguns autores discordam quanto à sua divisão, podendo-se 
encontrar na literatura a descrição de duas ou três vias. Nesse trabalho, vamos seguir a divisão 
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descrita por MARTY  &  GUY (1996) e MARTINI (2003) que define as vias transepidérmicas 
(através dos espaços intercelulares da camada córnea e através das próprias células córneas), 
sendo a junção das vias intercelular e transcelular, classificadas separadamente por alguns 
autores, como DEGIM (2006), por exemplo; e as vias dos anexos cutâneos. No entanto, é de 
comum acordo que, na maioria dos casos, a penetração não ocorre unicamente por uma das 
vias, todas participam do fenômeno, sendo a penetração global o resultado (MARTY & GUY, 
1996; MARTINI, 2003; DEGIM, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Diferentes vias de passagem transcutânea: vias transepidérmicas (1-via transcelular; 2-via intercelular) 
e vias dos anexos cutâneos (3-via folicular; 4-via sebácea; 5-via sudorípara) (M
ARTINI, 2003). 
 
2.2.1 Penetração Transepidérmica 
A estrutura da camada córnea permite descrevê-la esquematicamente como um muro 
de “tijolos”, constituído pelas células córneas de natureza hidrofílica, graças ao seu conteúdo 
em proteínas, cercado por um “cimento” lipofílico constituído pelos lipídios que preenchem 
os espaços extracelulares. A difusão através da camada córnea nessas condições pode ocorrer 
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tanto por passagem transcelular, direta, com a travessia sucessiva das células e dos espaços 
extracelulares, como pela passagem intercelular nos espaços tortuosos deixados livres entre os 
corneócitos. 
Considerando-se a baixa superfície relativa dos espaços intercelulares, há muito 
tempo admitiu-se que a difusão por via direta, transcelular, constituía a única rota de entrada 
de moléculas exógenas. Alguns solventes, tais como dimetilsulfóxido, dimetilacetamida, 
dimetilformamida ou um tensoativo como o lauril sulfato de sódio, são capazes de agir 
diretamente sobre a queratina, alterando sua estrutura, e permitindo promover a difusão de 
diversas substâncias, aumentando sua passagem transcelular. 
Nestas condições, a difusão intercelular vem sendo, há muito tempo, considerada 
como quantitativamente negligenciável e proposta como via de migração para moléculas 
pequenas, fortemente lipofílicas. Os lipídios expulsos nos espaços intercelulares da camada 
córnea durante a etapa final da diferenciação epidérmica, esteróis livres ou esterificados, 
ácidos graxos livres, triglicerídeos e esfingolipídeos (ceramidas), são organizados em 
bicamadas orientadas separando as zonas hidrofílicas das lipofílicas, criando assim um 
domínio de difusão lamelar às propriedades físico-químicas opostas. O volume intercelular é 
igualmente diferente segundo a posição anatômica, de forma que a eficácia da barreira córnea 
não é homogênea sobre toda a altura do stratum corneum. 
Muito embora a importância da via intercelular seja há muito reconhecida, as 
modalidades exatas dessa penetração restam ainda hipotéticas. Acredita-se que as moléculas 
polares possam se dirigir para as regiões hidrofílicas das camadas lipídicas intercelulares, 
enquanto que as regiões hidrofóbicas dessas mesmas cadeias permitam a difusão das 
moléculas menos polares. 
Além da participação dos lipídeos intercelulares na função de barreira da camada 
córnea, outros fatores também participam desse processo e devem ser igualmente levados em 
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consideração, tais como, o tamanho dos corneócitos, a perda insensível em água e a 
homogeneidade da espessura da camada córnea. Dessa forma, é importante ressaltar que a 
função de barreira deve ser considerada como o resultado de um conjunto de interações 
anatômicas, morfológicas e físico-químicas (MARTY & GUY, 1996). 
2.2.2 Penetração Através dos Anexos Cutâneos 
Na maior parte do corpo, a camada córnea é atravessada pelos folículos pilo-
sebáceos e as glândulas sudoríparas. Essas estruturas fornecem zonas de menor resistência à 
penetração de moléculas. A importância relativa dessas vias de difusão depende da sua 
superfície em relação à do estrato córneo, ou seja, do sítio anatômico, e da aptidão das 
moléculas em se dividir e se difundir no seu conteúdo. 
A estrutura anatômica das glândulas sudoríparas é complexa e sua resistência à 
difusão é difícil de ser avaliada sendo, com isso, seu papel contestado enquanto via de 
penetração. Sabe-se, no entanto, da participação efetiva desses anexos na penetração de 
algumas substâncias, tais como o iodo, a histamina e a adrenalina, podendo ainda intervir no 
mecanismo de difusão de eletrólitos e de formas ionizadas (MARTY & GUY, 1996). 
Anatomicamente, os folículos pilo-sebáceos estão localizados em invaginações 
epidérmicas e são considerados como zonas de baixo potencial de resistência, em função da 
menor espessura da camada córnea, correspondendo à bainha do pêlo, além disso, na base do 
folículo a epiderme se reduz a uma única camada de células não queratinizadas, permitindo 
uma passagem mais rápida das substâncias que podem ser conduzidas até a derme reticular 
(MARTY & GUY, 1996; MARTINI, 2003; PRISTA et al., 2003). No entanto, sabe-se atualmente 
que essa via é bem mais complexa do que se supunha devido à presença de mecanismos 
contrários, sendo o principal deles, o das glândulas sebáceas que apresentam tendência em 
capturar substâncias lipofílicas e, ao fluxo do sebo do interior para o exterior, contrariando a 
entrada de substâncias exógenas (MARTINI, 2003). 
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2.2.3 Penetração e Metabolismo Cutâneo 
A atividade enzimática global da pele é baixa, representando apenas de 2 a 6 % dos 
valores hepáticos. A atividade metabólica cutânea está localizada principalmente em nível 
epidérmico. Dessa forma, quando de uma administração percutânea, quer seja para fins locais 
ou sistêmicos, não se deve negligenciar um eventual efeito de “primeira passagem cutâneo”, 
podendo ser responsável por reações secundárias, no caso da formação de metabólitos 
reativos (MARTY & GUY, 1996). 
A atividade metabólica pode, igualmente, ser um fator determinante na absorção. No 
caso, por exemplo, de substâncias lipofílicas, capazes de se dissolver nos lipídios epidérmicos 
e sebáceos, se difundirem e lá persistirem, criando assim um reservatório. A difusão seguinte 
será dependente do seu metabolismo e, principalmente, da sua transformação em metabólitos 
mais hidrossolúveis, capazes de atravessar a zona mais inferior da epiderme (os assentados 
epidérmicos de Malpighi) se difundirem para os tecidos mais profundos e, finalmente, serem 
reabsorvidos (MARTY & GUY, 1996; PRISTA et al., 2003). 
2.3 Fatores que Interferem na Absorção Percutânea 
A liberação do princípio ativo a partir do veículo é dependente de fenômenos 
relacionados à interface veículo/epiderme (dissolução e difusão no excipiente, partição com a 
camada córnea e/ou lipídios da glândula sebácea). A cinética de penetração transcutânea está 
igualmente ligada às condições de aplicação e às propriedades do tegumento. Na interface 
veículo/camada córnea, a concentração de princípio ativo é capaz de variar segundo a 
evolução, no decorrer do tempo, da formulação aplicada sobre a pele (evaporação dos 
constituintes voláteis e/ou penetração cutânea). As interações potenciais das moléculas com a 
pele (fixação com proteínas, solubilidade nas diferentes estruturas cutâneas, clearance 
cutâneo e metabolismo) são igualmente capazes de modificar a absorção cutânea. Diversos 
parâmetros físico-químicos e fisiológicos são também susceptíveis de modificar a absorção 




EMBASAMENTO TEÓRICO 
 
  66
percutânea, além das propriedades intrínsecas à molécula, esses fatores podem estar ligados à 
pele, às condições de administração e à formulação (MARTY & GUY, 1996). 
2.3.1 Fatores Biológicos 
Os fatores biológicos capazes de interferir na absorção percutânea são: 
a) variabilidade anatômica: para uma mesma formulação administrada em condições 
idênticas, a absorção no corpo humano será diferente segundo a zona anatômica tratada. Estas 
variações anatômicas podem estar ligadas às diferenças na estrutura da camada córnea, tais 
como tamanho dos corneócitos, teor em lipídios, espessura da membrana e quantidade de 
folículos pilo-sebáceos (MARTY & GUY, 1996); 
 
b) hidratação cutânea e oclusão: a hidratação da pele é um dos fatores preponderantes 
da absorção percutânea (MARTY  &  GUY, 1996). A água é o plastificante natural do estrato 
córneo, associada às moléculas solúveis do fator de hidratação natural, NMF (Natural 
Moisturizing Factor), e às proteínas da epiderme. Esse papel de plastificante é indispensável 
para manter as propriedades mecânicas da camada córnea como plasticidade, elasticidade e 
flexibilidade (BARATA, 1995). 
A oclusão, inibindo a evaporação da água na superfície da pele, provoca notável 
elevação local da temperatura cutânea. As células córneas, ao se tornarem embebidas pela 
água acumulada, sofrem uma modificação da geometria dos queratinócitos, aumentando sua 
superfície relativa. A oclusão física, com o uso de uma cobertura na zona de aplicação, 
impede ainda a evaporação de princípios ativos voláteis e seu desaparecimento da superfície 
cutânea, passível de ocorrer por esfoliação ou fricção, aumentando assim a duração do contato 
do produto com a pele. O aumento da quantidade de água presente na camada córnea pode, 
igualmente, favorecer a difusão de moléculas pela modificação do poder solvente seletivo da 
membrana, alterando o coeficiente de partição “camada córnea/veículo”, e pela diminuição da 
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viscosidade relativa dos cimentos intercelulares em presença de uma quantidade mais 
importante de água entre as bicamadas lipídicas. 
A hidratação da pele modifica a cinética de penetração aumentando a superfície de 
contato e, de acordo com a solubilidade do produto, pode ou não atuar favorecendo sua 
partição e, com isso, sua absorção. Ela aumenta globalmente o valor da constante de difusão 
pela fluidificação da membrana e pelo aumento da temperatura cutânea ligada à ausência de 
evaporação, nos casos em que haja oclusão (MARTY & GUY, 1996; PRISTA et al., 2003); 
 
c) idade e patologias da pele: todas as variações estruturais da camada córnea são 
capazes de modificar a permeabilidade cutânea. O envelhecimento cutâneo se manifesta por 
um ressecamento do tegumento, diminuição da sua espessura, decréscimo do teor de lipídeos 
e por alterações na função das glândulas sebáceas. O conjunto das variações ligado à idade 
não provoca transtornos na permeabilidade cutânea semelhantes aos observados entre a pele 
de bebês prematuros e das crianças nascidas no tempo certo. No caso dos prematuros, a 
barreira cutânea é ainda prematura, muito menos eficaz do que a dos outros. Atualmente, 
diversos autores concordam que a camada córnea apresenta muito rapidamente um estado 
definitivo, sendo, com isso, considerada a permeabilidade cutânea dos recém nascidos e das 
crianças, muito próxima à dos adultos. 
 
Além disso, a permeabilidade cutânea pode ser influenciada por certos casos 
patológicos, tais como, dermatoses em geral, problemas de microcirculação cutânea, 
inflamações, psoríases, lesões causadas por coceira, etc (MARTY & GUY, 1996; MARTINI, 
2003). 
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2.3.2 Fatores Tecnológicos 
A concentração e a área de superfície de aplicação são fatores importantes na 
absorção percutânea. Para as preparações de uso tópico, a dose administrada depende da 
quantidade de preparação aplicada por unidade de superfície. A verdadeira posologia é 
expressa em massa do princípio ativo/grama do produto aplicado/cm
2
 de pele tratada, 
correspondendo à concentração realmente disponível para a absorção. Teoricamente, todo 
aumento de concentração na superfície da pele deveria se traduzir em um aumento da 
absorção. No entanto, na prática, não existe uma estrita proporcionalidade entre a 
concentração e a absorção global para uma determinada duração de contato. Certas variações 
podem ocorrer em função de interações entre a pele e a molécula em maior concentração. No 
entanto, existe uma proporcionalidade entre a quantidade absorvida e a área de superfície 
aplicada (MARTY & GUY, 1996; ANSEL et al., 2000). 
A duração do contato entre o sítio de absorção e o produto administrado é uma outra 
particularidade da via percutânea. A penetração e a absorção podem, teoricamente, se 
perpetuar por todo o tempo em que o princípio ativo restar na superfície do tegumento, 
contanto que este não seja eliminado por lavagem ou fricção com as roupas. Em geral, a 
lavagem da zona de aplicação elimina os produtos que persistem na superfície da pele. No 
entanto, em certos casos, a lavagem da pele provoca uma reindução da absorção do princípio 
ativo, sendo absorvidas quantidades maiores do que se a pele não tivesse sido lavada. Tal fato 
ocorre em virtude do fenômeno de substantividade ou permanência dos produtos na camada 
córnea e, evidencia que, ao hidratar o estrato córneo com a lavagem, é capaz de, assim como 
ocorre com a oclusão, favorecer a penetração de substâncias que se encontrem estocadas 
(MARTY & GUY, 1996; ANSEL et al., 2000). 
Os fatores relacionados à natureza físico-química da substância ativa também 
interferem na absorção: o tamanho, sendo a penetração mais facilitada quanto menor for sua 
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massa molecular; a forma, quanto mais densa e concisa for, mais fácil será o trânsito entre as 
células córneas; e a natureza química, as substâncias lipofílicas tendem a se acumular no 
cimento intercelular e dificilmente se separam de um veículo lipídico, no entanto, as 
hidrofílicas atravessam apenas quando a pele está hidratada ao máximo, além de apresentarem 
tendência a permanecer nos veículos aquosos, exceto quando estes se evaporam. São, portanto 
as moléculas com caráter anfifílico as que apresentam maior potencial de penetração 
(MARTINI, 2003). 
Podem ainda ser observados efeitos ligados à repetição das administrações, estando 
relacionados diretamente com a natureza da molécula que difunde, ou seja, em função das 
características do princípio ativo, pode-se ou não obter um aumento na absorção após 
sucessivas aplicações durante determinado espaço de tempo (MARTY & GUY, 1996). 
O princípio ativo deve apresentar maior atração físico-química pela pele do que pelo 
veículo no qual é administrado, para que migre do veículo em favor da pele. Entretanto, certo 
grau de solubilidade do fármaco tanto em lipídio quanto em água é considerada essencial para 
a absorção percutânea efetiva. Em suma, a hidrossolubilidade do fármaco determina a 
concentração apresentada no local de absorção, e o coeficiente de partição influencia 
fortemente a velocidade de transporte através dos locais de absorção, uma vez que expressa a 
afinidade da molécula pela camada córnea (ou anexos cutâneos) e veículo. As leis da difusão 
indicam que o melhor veículo é aquele o qual a afinidade pela molécula será menor, ou seja, a 
instabilidade do princípio ativo será máxima. A concentração que permitirá a obtenção da 
melhor absorção será vizinha da saturação, o que gera problemas de estabilidade físico-
química, e, conseqüentemente, de conservação da preparação e de tolerância local (MARTY & 
GUY, 1996; ANSEL et al., 2000). 
A partir destes critérios, a produção da formulação “ideal” poderá se basear na 
otimização dos parâmetros termodinâmicos, tais como solubilidade e coeficientes de partição, 
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na busca de uma hidratação máxima da camada córnea, a fim de modificar suas características 
de partição e diminuir sua resistência à difusão (promovendo a oclusão de maneira física ou 
com um veículo oclusivo, ou ainda com o uso de adjuvantes higroscópicos), ou ainda a 
utilização de promotores de absorção capazes de reduzir as resistências cutâneas à difusão, 
tais como propilenoglicol, ácido oléico, lauril sulfato de sódio, etc (MARTY & GUY, 1996). 
A forma galênica do veículo é quase tão importante quanto a identidade de seus 
constituintes. A penetração cutânea de uma molécula ativa muda em função da forma galênica 
sob a qual está apresentada. É, portanto, possível escolher, para uma determinada molécula 
dada, a forma galênica que garantirá a melhor penetração ou o inverso, em função do que se 
deseja. Em particular, o sentido da emulsão deve ser compatível com as características físico-
químicas da molécula a veicular (MARTINI, 2003). 




EMBASAMENTO TEÓRICO 
 
  71
3 Herpesvirus 
O interesse na quimioterapia antiviral começou em 1950, quando a procura de novos 
agentes antitumorais, despertou a atenção para os inibidores de ADN. Em 1959, Prusoff 
sintetizou a iododeoxiuridina (IDU) testada com sucesso por Kaufman em 1963, através de 
aplicações tópicas em pacientes com ceratite herpética (PRUSOFF et al., 1989). 
No final da década de 70 foi desenvolvido o aciclovir, [9-(2-hidroxietoximetil) 
guanina], primeiro agente antiviral praticamente atóxico, utilizado no tratamento de pacientes 
com infecções causadas pelos vírus herpes simplex e o que apresenta o melhor índice 
terapêutico de todos os antivirais avaliados (SCHAEFFER et al., 1978; ELION, 1993). A partir 
do seu surgimento houve um aumento de interesse da classe científica na procura de novos 
antivirais, principalmente por análogos de nucleosídeos. Os anos 90 foram marcados por uma 
explosão de lançamento de novos agentes antivirais e pelo avanço da terapia antiviral, devido 
principalmente ao aparecimento da síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) (BEAN, 
1992). 
A resistência ao aciclovir foi inicialmente notada em estudos de infecções por HSV 
em modelos animais (DARBY  et al., 1981; FIELD, 1982). Posteriormente foi descrita em 
pacientes imunocomprometidos, tornando-se um desafio clínico no caso de pacientes 
infectados pelo HIV (S
AFRIN et al, 1991). Surgiu, portanto, uma necessidade emergente da 
busca de um tratamento alternativo para as infecções por vírus resistentes, explorando novas 
fontes de substâncias antivirais (G
OMES, 2006). 
Dentre os medicamentos liberados pelo FDA (Food and Drug Administration) para o 
tratamento das viroses, seis deles são utilizados frente aos vírus Herpes simplex (HSV): 
adenina arabinosídeo, aciclovir, IDU, trifluridina, valaciclovir e famciclovir (WIGG, 2002). 
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Foram descritos, até hoje, aproximadamente 130 gêneros de herpesvirus no Reino 
Animal, dentre os quais apenas 8 estão associados a doenças no homem (ROIZMAN & PELLET, 
2001). 
Os primeiros herpesvirus humanos a serem descritos foram os tipos 1 e 2 (HHV-1 e 
HHV-2). Em 1968, Nahmias & Dowdle demonstraram que haviam dois tipos de herpesvirus 
do gênero Simplexvirus, com base nas suas diferenças antigênicas e biológicas (NAHMIAS & 
DOWDLE, 1968). A diferenciação genotípica e fenotípica entre as variantes de HHV-1 e HHV-
2 foi realizada por endonucleases de restrição e em testes soroepidemiológicos por antígenos 
específicos (MIRANDA, 2002). 
3.1 Classificação e Nomenclatura 
De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) a família 
Herpesviridae  é classificada em três subfamílias Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e 
Gamaherpesvirinae (Tabela I). Essa classificação é baseada em critérios físicos, químicos, 
biológicos, homologia dos arranjos de ADN e identidade de suas proteínas. O vírus Herpes 
simplex tipo 1 (HSV-1) e vírus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2) estão classificados na 
subfamília Alphaherpesvirinae, gênero Simplexvirus. (ROIZMAN & PELLETT, 2001). 
Os vírus Herpes simplex são classificados em dois tipos distintos: o tipo 1 e o tipo 2 
(HSV-1 e HSV-2). Seus genomas assemelham-se quanto à organização e exibem significativa 
homologia de seqüência. Verifica-se uma considerável reação sorológica cruzada entre as 
glicoproteínas do HSV-1 e as do HSV-2. Cada tipo possui, entretanto, algumas proteínas 
próprias. O modo de transmissão difere de um tipo para o outro: o HSV-1 propaga-se por 
contato, envolvendo geralmente a saliva infectada; já o HSV-2 é transmitido sexualmente ou 
através de infecção genital materna para o recém-nascido (CERQUEIRA, 2006). 
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Tabela I: Classificação da família Herpesviridae evidenciando as propriedades biológicas (JAWETZ et al., 
1998). 
Propriedades Biológicas  Exemplos 
Subfamília 
Ciclo de 
Crescimento 
Citopatologia 
Infecções 
Latentes 
Nome Oficial 
Nome 
Comum 
Herpesvirus 
humano 1 
Vírus do herpes 
simples tipo 1 
Herpesvirus 
humano 2 
Vírus do herpes 
simples tipo 2 
Alpha-
herpesvirinae 
Curto Citolítico Neurônios 
Herpesvirus 
humano 3 
Vírus da varicela 
zoster 
Herpesvirus 
humano 5 
Citomegalovírus 
Herpesvirus 
humano 6 
Herpesvirus 
humano 6 
Beta-
herpesvirinae 
Longo Citomegálico Glândulas, rins
Herpesvirus 
humano 7 
Herpesvirus 
humano 7 
Herpesvirus 
humano 4 
Vírus de Epstein-
Barr 
Gama-
herpesvirinae 
Variável Linfoproliferativo Tecido linfóide
Herpesvirus 
humano 8 
Herpesvirus 
humano 
associado ao 
sarcoma de 
Kaposi 
3.2 Características Morfológicas e Bioquímicas 
A partícula viral (Figura 7) possui um núcleo de ADN de fita dupla compactado, 
envolto por um revestimento protéico, com simetria icosaédrica, chamado capsídeo, de forma 
que suas extremidades são mantidas bem próximas, circularizando na ausência de síntese 
protéica, no núcleo da célula hospedeira. O envelope viral, proveniente da membrana nuclear 
da célula infectada, é de origem lipídica e contém espículas de glicoproteínas virais de cerca 
de 8 nm de comprimento e poliamidas inseridas em sua superfície (FIELDS, 1990; MIRANDA, 
2002). O tegumento consiste numa camada de proteínas amorfas localizada entre o capsídeo e 
o envelope e apresenta-se distribuído assimetricamente. Este material eletrondenso é formado 
por 10 a 20 proteínas, sendo a VHS (virion host shut-off) e a -TIF (alfa trans-inducing 
factor), importantes na regulação do ciclo replicativo viral (FIELDS, 1990; WHITE & FENNER, 
1994). 
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Figura 7: Modelo esquemático da partícula do vírus Herpes simplex (BLACK, 1996). 
 
3.3 Biossíntese Viral 
O processo de biossíntese do Herpesvirus está sumarizado na Figura 8. Inicialmente 
ocorre a adsorção do vírus à superfície celular através da interação com os receptores 
celulares. A adsorção é mediada por glicoproteínas virais através da ligação com 
glicosaminoglicanas presentes na superfície celular, tais como sulfato de heparan (HS), 
sulfato de condroitina (CS) ou sulfato de dermatan (DS). Esse processo leva à alterações 
conformacionais nas proteínas virais, expondo seus domínios de fusão, fazendo com que haja 
a penetração através da fusão direta do envelope viral com a membrana da célula hospedeira 
(MIRANDA, 2002). 
Uma vez dentro da célula, o capsídeo é transportado através do citoplasma, onde é 
deixado, até um poro nuclear, onde ocorre o desnudamento e o ADN penetra no núcleo da 
célula infectada, formando imediatamente um círculo. No núcleo celular ocorre a transcrição 
do ADN viral em ARNs mensageiros pela ARN polimerase II da célula hospedeira. O 
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genoma viral é expresso de maneira seqüencialmente ordenada na forma de cascata, ativado 
pelo complexo α-TIF-proteínas celulares. Os genes iniciais imediatos são expressos, 
produzindo proteínas “alfa”, as quais permitem a expressão do conjunto inicial de genes e 
regulam toda a síntese protéica e genômica do vírus. Quando atingem um certo nível de 
acúmulo no citoplasma celular, essas proteínas retornam ao núcleo, onde vão ativar a 
transcrição dos genes “beta”, que serão traduzidos em proteínas “beta”, responsáveis pela 
replicação do ácido nucléico viral. Uma vez iniciada a replicação do ADN viral, verifica-se a 
produção de transcrições tardias, que dão origem às proteínas “gama” que correspondem às 
proteínas estruturais (tegumento, capsídeo e espículas glicoprotéicas) (FIELDS, 1990; JAWETZ 
et al., 1998; MIRANDA, 2002). 
Ainda não está bem definido como ocorre a aquisição do envelope viral, aceitando-se 
dois possíveis mecanismos, através da membrana citoplasmática ou do brotamento da 
membrana nuclear (MIRANDA, 2002). 
Figura 8: Biossíntese dos Herpesvirus (MIRANDA, 2002). 
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3.4 Patogenia 
A transmissão do HSV-1 pode ser feita por contato direto ou indireto, através de 
objetos contaminados com gotículas da orofaringe ou de fluido vesicular da lesão herpética. A 
maioria das infecções é de natureza subclínica, passando despercebidas. 
A transmissão é dependente de um contato íntimo e pessoal de um hospedeiro 
susceptível com alguém que esteja excretando de forma aparente ou não o HSV-1 ou HSV-2. 
O vírus deve entrar em contato direto com a pele lesionada ou mucosa para que a infecção 
seja iniciada, onde ocorre a replicação viral resultando nas lesões herpéticas características, 
decorrentes da lise de células infectadas e da resposta inflamatória, pelo efeito direto do vírus 
e/ou da resposta imune. O fluido celular que se forma nestas vesículas contém uma grande 
quantidade de partículas virais, células inflamatórias e restos celulares resultantes da lise. 
O risco de transmissão da infecção é diretamente proporcional à quantidade de vírus 
produzido, o que geralmente é maior em pacientes sintomáticos. No entanto, devido ao fato da 
quantidade de pacientes assintomáticos exceder em muito o número de pacientes 
sintomáticos, a transmissão assintomática vem se tornando o principal modo de transmissão. 
Com a replicação do virion no sítio de entrada, este intacto ou apenas seu capsídeo 
são transportados pelos neurônios para a raiz dos nervos sensoriais, através de um fluxo 
retrógrado axonal, onde o mecanismo de latência/persistência é estabelecido. 
A infecção primária é adquirida normalmente até dois anos de idade, com 
envolvimento da mucosa da boca e gengiva. As lesões intra-orais envolvem vesículas e 
ulcerações eritematosas, com cicatrização lenta e presença de linfadenopatia submandibular e 
central. Em alguns casos, o vírus é disseminado por via sistêmica, atingindo outros órgãos 
como os rins, fígado, baço, pulmões e sistema nervoso central (SNC), podendo ser fatal, 
quando ocorre necrose dos tecidos das supra-renais ou encefalite. 
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Após a infecção primária, os vírus atingem os terminais nervosos das regiões do sítio 
de entrada e são conduzidos para os neurônios do gânglio sensitivo. Pode haver replicação 
viral nos neurônios, muito embora os vírus possam estabelecer latência e/ou por persistência 
nestas células, através da regulação da expressão gênica (MIRANDA, 2002; GOMES, 2006). 
Periodicamente, em decorrência de estímulos como a exposição solar e à radiações, 
febre, menstruação, estresse, fadiga, entre outros, ocorre a liberação de prostaglandinas com 
estímulo de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) ou inibição de fator de crescimento dos 
nervos (NGF), ocasionando a reativação do vírus (M
IRANDA, 2002; GOMES, 2006). O vírus 
migra então ao longo dos axônios até a epiderme, onde ocorre sua multiplicação, provocando 
as recorrências clínicas caracterizadas por lesões herpéticas, na mesma região onde ocorreu a 
primeira infecção (L
ACOUR, 1994). Nem sempre a reativação é sintomática, porém, quando 
ocorre o aparecimento de lesões, essas são semelhantes às da infecção primária, apresentando 
a mesma histopatologia, caracterizada pelo aumento da célula infectada, condensação da 
cromatina, degeneração do núcleo celular e formação de células gigantes multinucleadas. A 
infecção primária costuma ser mais invasiva que a recorrente devido à falta de imunidade 
secundária celular e humoral do hospedeiro (GOMES, 2006). As recorrências são dependentes 
do tipo viral e do local anatômico da infecção. As recorrências genitais causadas por HSV-2 
são as mais freqüentes, seguidas pelas oro-labiais causadas pelo HSV-1 (L
ACOUR, 1994). 
Em contra partida, o sistema imune reage através de respostas específicas e 
inespecíficas de defesa, envolvendo a imunidade celular e humoral. Entretanto, tais respostas 
não impedem que o vírus venha a estabelecer a latência e/ou persistência ou que venha a ser 
reativado. 
Uma infecção preexistente por HSV-1 diminui a probabilidade de se ter uma 
infecção sintomática por HSV-2 e pode ainda oferecer uma proteção contra infecções por esse 
vírus, graças à sua proximidade antigênica (M
IRANDA, 2002; GOMES, 2006). 
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3.5 Manifestações Clínicas 
As principais manifestações clínicas associadas às infecções pelos vírus Herpes 
simplex são: 
 
3.5.1 Gengivoestomatite Herpética 
A gengivoestomatite herpética é a manifestação clínica mais comumente causada 
após a infecção primária, ocorrendo geralmente na infância (SIMMONS, 2002). Caracteriza-se 
por apresentar lesões vesículo-ulcerativas nas gengivas e mucosa bucal (Foto 3) (C
OLLIER & 
O
XFORD, 2004), acompanhada de febre, dificuldade de nutrição, irritabilidade e linfadenopatia 
local. A maioria dos casos não é diagnosticada e, conseqüentemente, não são tratados 
(SIMMONS, 2002). O período de incubação varia de 3 a 5 dias e as lesões cicatrizam em torno 
de duas semanas (GOMES, 2006). 
Quando a criança é mal-nutrida ou imunodeprimida, a infecção se torna mais grave. 
Em adultos, a infecção primária ocorre de forma diferente, pois envolve as tonsilas e a parte 
posterior da faringe (GOMES, 2006). 
 
 
 
Foto 3: Gengivoestomatite herpética aguda 
 (Disponível em www.aonp.org.br/fso/bibli05.html
 Acesso em: 29/05/2006). 
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3.5.2 Infecção na Orofaringe (primária ou recorrente) 
Na maioria dos casos, a infecção primária apresenta-se assintomática ou com grande 
diversidade de sintomas como febre, ulceração (Foto 4) e edema. O período de incubação 
varia de 2 a 12 dias. 
A infecção orofacial recorrente é pré-anunciada por um período prodrômico de dor, 
queimação, coceira ou formigamento, com duração de 6 horas, antes do período de erupção 
das vesículas, que aparecem mais comumente na borda dos lábios, com duração de 24/48 
horas. Em 72/96 horas a lesão progride para pústula, necrose e crosta (G
OMES, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 4: Infecção na Orofaringe (primária ou recorrente) 
(Disponível em www.uv.es/medicinaoral/Docencia/ atlas/hematologicasFOTOS/herpes.jpg
.  
Acesso em: 11/10/2005). 
 
3.5.3 Herpes Labial 
 Esta é a forma mais comum de recorrência. Ela difere da localização intra-oral da 
gengivoestomatite, por apresentar a recorrência nas bordas dos lábios (Foto 5). Com o passar 
dos anos, as recorrências tendem a ser menos freqüentes e, quase sempre, param 
espontaneamente. Geralmente é atribuído ao vírus Herpes simplex do tipo 1, porém já foram 
isoladas dessa região amostras de Herpes simplex do tipo 2 (LAFFERTY et al., 1987; COLLIER 
& OXFORD, 2004). 
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Foto 5: Herpes Labial. 
(Disponível em www.sobrape.org.br/academicos/dr_irineu_gregnanin_pedron /editorial/herpes/herpes.html 
Acesso em: 29/05/2006). 
 
3.5.4 Eczema Herpético 
O eczema herpético, também chamado erupção variceliforme de Kaposi, é uma 
infecção cutânea difusa de HSV que ocorre sobre uma dermatose pré-existente, geralmente 
dermatite atópica, sendo por esta favorecido. Existem relatos que o relacionam também à 
dermatoses acantolíticas, micoses, queimaduras, ictiose vulgar, entre outros, porém são mais 
raros. Tanto HSV-1 como HSV-2 podem causar o eczema herpético. O indivíduo apresenta 
uma extensa vesiculação na pele e mucosas que iniciam freqüentemente na região umbilical e 
se estendem a uma parte do corpo (geralmente superior), ou por todo ele, em poucos dias 
(Foto 6). Dependendo da gravidade e do tempo de diagnóstico pode ser fatal (LACOUR, 1994). 
 
 
Foto 6: Eczema herpético 
(Disponível em www.lilitrasplantes.org/esp/casos/casos.php?fun=ver&id=13& ref=9
. Acesso em: 29/05/2006). 
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3.5.5 Ceratoconjuntivite Herpética 
 A ceratoconjuntivite herpética é dada em função da infecção recorrente nos olhos, 
causando lesões graves, que surgem como ceratite, úlceras na córnea ou como vesículas nas 
pálpebras (Foto 7). Caso haja envolvimento do estroma córneo nas lesões recorrentes 
subseqüentes pode levar à cegueira. A infecção é muito mais grave em crianças do que em 
adultos. O desaparecimento das lesões ocorre após, aproximadamente, um mês de tratamento 
(GOMES, 2006). Geralmente está relacionada à infecção por HSV-1, sendo o HSV-2 
encontrado nessa localização apenas em recém nascidos, em casos de contaminação maternal 
de origem genital (LACOUR, 1994). Em relação a co-infecção pelos dois tipos de vírus Herpes 
simplex, apenas um caso, em um paciente HIV positivo, foi relatado (ROSENWASSER  & 
GREENE, 1992). 
 
 
Foto 7: Ceratoconjuntivite herpética 
(Disponível em www.revoptom.com/handbook/March_2004/sec1_2.html
. Acesso em: 29/05/2006). 
 
 
3.5.6 Nódulo Herpético 
A contaminação por HSV é, teoricamente, possível em qualquer parte do tegumento 
(infecção primária cutânea) (Foto 8). Pode ocorrer também em um indivíduo que já tenha 
sofrido uma infecção primária clássica (gengivoestomatite ou herpes genital) e com o mesmo 
tipo de vírus. 
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São conhecidos casos de contaminação por contato cutâneo direto em atletas 
praticantes de esportes de combate, o chamado HSV gladiatorum. Nesse caso, a contaminação 
pode ocorrer pelo contato com um outro adversário ou com o material de uso comum 
contaminado, como um tatame, por exemplo. A ocorrência de nódulos herpéticos nos dedos é 
bem freqüente em profissionais da saúde, como dentistas e enfermeiros, por contaminação 
exógena. São também bem documentados os casos de auto-inoculação cutânea a partir de 
lesões de infecções primárias (em crianças) ou de herpes genital, mais freqüente em mulheres. 
Os casos de recorrência são bem relatados na literatura, sendo, no entanto, menos freqüentes 
que nas localizações habituais (LACOUR, 1994). 
 
 
Foto 8: Nódulo herpético 
(Disponível em www.telemedicine.org/i0000026.html
 Acesso em: 29/05/2006). 
 
 
3.5.7 Herpes Genital 
A herpes genital é uma doença sexualmente transmissível causada, geralmente, pelo 
HSV-2, mas podendo ocorrer também por ação do HSV-1. Da mesma forma, os casos de 
recorrência são mais freqüentes nos casos de infecção por HSV-2 (LACOUR, 1994). 
A infecção primária genital é caracterizada pela formação de máculas, pápulas, 
seguida de vesículas, pústulas e úlceras. A duração das lesões é de, aproximadamente, três 
semanas, caracterizando-se pela excreção de grandes quantidades de vírus, sendo que, maior 
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gravidade e complicações sistêmicas são geralmente observadas em mulheres, cuja infecção 
primária envolve lesão bilateral da vulva, linfadenopatia, com o envolvimento do cérvix, 
períneo e nádegas (Foto 9). No indivíduo do sexo masculino, a infecção primária é 
normalmente vesicular, ocorrendo na glande ou no corpo do pênis (Foto 10) (GOMES, 2006). 
Em ambos os sexos, a infecção primária pode ser retal, podendo ser causada por uma auto-
inoculação a partir de uma lesão digital (HSV-1 ou HSV-2) (LACOUR, 1994). 
Como ocorre nas infecções orofaciais, geralmente a doença é subclínica, mas pode 
ser transmitida mesmo que as lesões sejam imperceptíveis ou a infecção assintomática 
(GOMES, 2006). 
A herpes genital em mulheres grávidas expõem o bebê à um risco grave de herpes 
neonatal. O risco de transmissão do recém-nascido no momento do parto é importante nos 
casos de infecção primária recém ocorrida, sendo menos elevado em casos de recorrência. A 
prevenção deste risco é ainda complicada pela existência de secreção viral assintomática 
(LACOUR, 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 9: Infecção genital em mulheres   Foto 10: Infecção genital em homens. 
(Disponível em www.microbes-edu.org/etudiant/imgderm
. (Disponível em http://avd.rikshospitalet.no/hps/  
Acesso em: 11/10/2005)     pasientinformasjon/ genitalherpersimplex.asp 
       Acesso em: 29/05/2006) 
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3.5.8 Herpes Neonatal 
A taxa de mortalidade dessa infecção quando não tratada é extremamente elevada 
(cerca de 80%), geralmente causada por falência múltipla dos órgãos. O HSV-2 é responsável 
por cerca de 70% das infecções causadas pelos vírus Herpes simplex em neonatos. A maioria 
dos casos é adquirida no período intraparto através de secreções no canal vaginal da mãe, 
podendo também ocorrer in utero, por via transplacentária ou devido a uma infecção 
ascendente do cérvix ou vulva, ou ainda no período pós-parto, através do contato com pessoas 
que estejam excretando partículas virais. Os HSV já foram associados a casos de aborto 
espontâneo, natimortos e má formação congênita. 
A taxa de transmissão de HSV da mãe para o neonato, quando não há lesões na 
mucosa vaginal, é de apenas 3%, mas essa taxa sobe para 50% quando as lesões estão 
presentes. 
Infecções causadas pelos vírus Herpes simplex em neonatos podem ser divididas em 
infecções localizadas na pele, olhos e boca; infecção no sistema nervoso central e infecção 
disseminada (Foto 11), sendo essa última responsável pela alta taxa de mortalidade em 
pacientes não tratados (LACOUR, 1994; WHITLEY, 1994). 
 
 
 
Foto 11: Infecção disseminada em neonatos 
(Disponível em www.herpesdiagnosis.com/pregnancy.html Acesso em: 29/05/2006). 
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3.5.9 Infecções no Sistema Nervoso Central 
Os HSV podem causar encefalite ou meningite ao atingirem o SNC (Foto 12). 
Ocorre mortalidade em mais de 70% dos casos não tratados e, apenas uma minoria retorna às 
suas funções neurológicas normais. A encefalite é caracterizada por dores, letargia, 
irritabilidade, tremores, anorexia, instabilidade na temperatura e sinais de distúrbios. Em 
relação à meningite, o paciente apresenta dores de cabeça, rigidez da nuca, febre, não 
ocorrendo alteração da percepção. Esses sintomas duram de 2 a 5 dias e são separados por 
intervalos assintomáticos. 
Em indivíduos imunocomprometidos, mais de 90% dos casos de encefalite herpética 
são causados pelo HSV-1, e no período neonatal, mais de 95% dos casos de encefalite são 
causados pelo HSV-2. 
Os sintomas de meningite ocorrem freqüentemente durante a infecção primária e, 
aproximadamente 20% dos indivíduos que apresentaram meningite por HSV-2 (maioria dos 
casos), apresentam recorrência (BERGSTROM et al., 1990). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 12: Encefalite herpética 
(Disponível em www.fcm.unicamp.br/departamentos/anatomia/bineuviroses.html
 Acesso em: 29/05/2006). 
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3.5.10 Herpes em Imunodeprimidos 
Nesses pacientes as infecções herpéticas são de alto risco. As manifestações clínicas 
são mais freqüentes, geralmente atípicas, dificultando o diagnóstico e o tratamento. São na 
maioria das vezes casos de recorrência. Infecções na região orofacial podem levar a doenças 
progressivas, com invasão do trato respiratório superior, esôfago e trato gastrointestinal. Na 
região perianal, as lesões são extensas atingindo os órgãos genitais internos, períneo e reto 
(LACOUR, 1994; MIRANDA, 2002). 
 
3.6 Plantas Medicinais com Atividade contra Herpes simplex 
Um problema freqüente dos antivirais é a emergência de mutantes virais resistentes, 
os quais podem ser facilmente isolados in vivo e in vitro. Além disso, deve-se considerar que 
os medicamentos comumente usados no tratamento de infecções causadas por Herpes 
simplex, o aciclovir, penciclovir e famciclovir, são muito caros e diversos pacientes 
acometidos, freqüentemente, não podem sustentar um longo tratamento. Por esses motivos, a 
pesquisa por novos agentes antivirais ativos contra HSV é extremamente necessária. Os 
resultados de estudos com extratos de plantas têm sido amplamente promissores (KHAN et al., 
2005; CERQUEIRA, 2006). A Tabela II mostra uma revisão de espécies de diferentes famílias 
que tiveram suas atividades contra o vírus Herpes simplex comprovadas cientificamente em 
diversos modelos, tanto in vitro como in vivo. Muitos desses trabalhos basearam-se 
originalmente na medicina popular de diferentes culturas, desde o Nepal (RAJBHANDARI et al., 
2001) e Polinésia (LOCHER et al., 1995) até Colômbia (LOPEZ et al., 2001) e Brasil (SIMÕES et 
al., 1999; ANDRIGHETTI-FRÖHNER et al., 2005; CERQUEIRA, 2006), comprovando, na maioria 
das vezes, esses usos. 
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Tabela II: Plantas medicinais com atividade anti Herpes simplex. 
 
 
Referência Espécie Família Vírus 
Scaevola sericea 
Goodeniaceae 
Psychotria hawaiiensis 
Rubiaceae 
Pipturus albidus 
Urticaceae 
LOCHER et al., 1995 
Eugenia malaccensis 
Myrtaceae 
HSV-1 e 2 
SIVROPOULOU et al., 1997 
Salvia fruticosa 
(óleo essencial) 
Lamiaceae HSV-1 
Polygonum punctatum 
Polygonaceae 
Lithraea molleoides 
Anacardiaceae 
Sebastiania brasiliensis 
Euphorbiaceae 
KOTT et al., 1999 
Sebastiania klotzschiana 
Euphorbiaceae 
HSV-1 
Trixis praestans 
Asteraceae 
SIMÕES et al., 1999 
Cunila spicata 
Lamiaceae 
HSV-1 e 2 
Bergenia ligulata 
Saxifragaceae 
Bombax cieba 
Bombaceae 
Carea arborea  
Lecythidaceae 
Coccinia cordifolia 
Cucurbitaceae 
Dypsacus mitis 
Dipsaceaceae 
Holoptelia integrifolia 
Ulmaceae 
Nerium indicum 
Apocynaceae 
Rhododendron 
anthopogon 
Ericaceae 
RAJBHANDARI et al., 2001 
Salvia coccinia  
Lamiaceae 
HSV-1 
Vismia macrophylla 
Clusiaceae 
Symphonia globulifera 
Clusiaceae 
Eschweilera rufifolia 
Lecythidaceae 
Byrsonima verbascifolia 
(raízes) 
Malphigiaceae 
Byrsonima verbascifolia 
(folhas) 
Malphigiaceae 
Iryanthera megistophylla 
Menispermaceae 
Virola multinervia (resina) Myristicaceae 
Virola multinervia (casca)  Myristicaceae 
Myrteola numulari 
Myrtaceae 
Adiantum latifolium 
Pteridophyta 
Ampelozizyphus 
amazonicus 
Rhamnaceae 
LOPEZ et al., 2001 
Duroia hirsuta 
Rubiaceae 
HSV-1 
 
Obetia ficifolia 
Urticaceae 
FORTIN et al., 2002 
Erythroxylum laurifolium 
Erythroxylaceae 
HSV-1 
Aglaia odorata 
Meliaceae 
Cerbera odollam 
Apocynaceae 
Moringa oleifera 
Moringaceae 
LIPIPUN et al., 2003 
Ventilago denticulate 
Rhamnaceae 
HSV-1 
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Referência Espécie Família Vírus 
SCHUHMACHER et al., 2003 
Mentha piperita 
Lamiaceae  HSV-1 e 2 
ALLAHVERDIYEV et al., 
2004 
Melissa officinalis 
Lamiaceae 
HSV-2 
CHIU et al., 2004 
Prunella vulgaris 
Lamiaceae 
HSV-1 e 2 
Hypericum mysorense 
Clusiaceae 
Hypericum hookerianum 
Clusiaceae 
VIJAYAN et al., 2004 
Usnea complanta 
Usneaceae 
HSV-1 
Cuphea carthagenensis 
Lythraceae  HSV-1 
ANDRIGHETTI-FRÖHNER et 
al., 2005 
Tillandsia
 usneoides 
Bromeliaceae 
HSV-1 ACVr 
HSV-1 ACVs 
CERQUEIRA, 2006 
Hyptis fascicultata 
Lamiaceae 
HSV-1 ACVr 
HSV-2 ACVr 
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OBJETIVO GERAL 
Realizar o estudo químico e farmacológico das diferentes partes de Calceolaria 
chelidonioides, até então inéditas sob esses aspectos. Uma vez identificada a atividade, propor 
formulações galênicas para seu uso, garantindo sua segurança e eficácia. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
  Isolar e identificar o maior número possível de substâncias presentes nas partições dos 
extratos etanólicos das diferentes partes de Calceolaria chelidonioides; 
  Realizar a triagem das atividades farmacológicas dos extratos e partições de diferentes 
polaridades: 
- antioxidante em modelos in vitro (metodologias do DPPH e em Saccaromyces 
cereviseae), 
- antimicrobiana contra as cepas de fungos: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, 
Trichophyton rubrum e Fonsecaea pedrosoi; e bactérias: Staphylococcus aureus MRSA e 
Staphylococcus epidermidis, 
- antiviral contra o vírus Herpes simplex tipos 1 e 2, 
  Avaliar a toxidade cutânea (em modelos in vitro e in vivo) e a genotoxidade (em modelos 
in vitro) da partição ou do extrato etanólico que apresentar melhores resultados no item 
anterior; 
  Desenvolver formulações tópicas estáveis para incorporar a partição ou o extrato etanólico 
em função do interesse terapêutico; 
  Avaliar o potencial de penetração cutânea das formulações contendo o ativo vegetal em 
modelo in vitro. 
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PARTE EXPERIMENTAL 
1 Fitoquímica 
1.1 Material e Métodos 
As análises por cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas 
foram realizadas utilizando-se um cromatógrafo HP5890 SII acoplado a um espectrômetro de 
massas VG Autospect (IE 70 eV). Utilizou-se uma faixa de massas para varredura de 50-500. 
A coluna cromatográfica empregada foi uma HP5, com programação de temperatura de 60 a 
280°C (5°C/min, mais 20 min em 280°C). A temperatura do injetor foi de 270ºC e da 
interface 230ºC. Como gás de arraste utilizou-se hélio. 
As cromatografias com fase líquida de alta eficiência (CLAE) foram realizadas 
utilizando-se um cromatógrafo Lachcrom D7000 (Merck), com bomba injetora L-7100 e 
detector de fotodiiodo L-7450A (DAD), degaseificante de solvente L-7612, válvula injetora 
manual Rheodyne (Merck) com volume de 20 L. Foi usada coluna Rexchrom n. 728218 
(Regis – EUA) RP-18, com comprimento de 250 x 4,6 mm de diâmetro interno, partículas de 
5  m e 100Å de porosidade. Os dados foram analisados usando o software  Multi-Hauser 
Mixed Standard (Merck). 
Os espectros de RMN 
1
H (200 MHz) e de RMN 
13
C (50 MHz) foram registrados em 
aparelho Varian Star-200, utilizando-se solventes deuterados e TMS como padrão interno. 
Essas análises foram realizadas na Central Analítica do Núcleo de Pesquisas em Produtos 
Naturais da UFRJ. 
As separações cromatográficas foram efetuadas em colunas de gel de sílica Merck 60 
(70-230 mesh) e em camada fina com cromatoplacas de gel de sílica 60 F254 sobre placa de 
alumínio Merck, de 0,2 mm de espessura. Para as cromatografias preparativas foram usadas 
cromatoplacas com gel de sílica 60 F254 sobre placa de vidro de 20 x 20 cm. A visualização 
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das substâncias em camada fina foi feita, quando possível, sob luz UV a 254 e 365 nm e, 
principalmente, com solução de ácido sulfúrico a 5% em etanol, seguida de aquecimento. Os 
reagentes usados foram sempre de grau P.A., assim como os solventes utilizados para as 
purificações. 
1.2 Escolha e Coleta do Material Vegetal 
Para a escolha do material vegetal a ser usado foi feita uma pesquisa 
etnofarmacológica entre os dias 11 e 14 de setembro de 2003 junto à comunidade do 
município de Alto de Macabú, pertencente ao distrito de Trajano de Moraes (RJ), uma região 
montanhosa de clima frio e úmido. Localizada a aproximadamente 1350 m de altitude e 
distante cerca de 200 km do centro da capital do Estado, a região apresenta grande riqueza de 
recursos naturais em meio a Floresta típica de região de Mata Atlântica (Foto 13). 
 
Foto 13: Alto de Macabú (RJ). 
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A comunidade do Alto Macabú é composta por agricultores descendentes, na grande 
maioria, de italianos e alemães, que foram entrevistados visando-se conhecer as espécies 
utilizadas pela população em tratamentos dermatológicos. As entrevistas foram estruturadas a 
partir de um questionário previamente elaborado voltado exclusivamente para patologias 
dermatológicas (Figura 9). Os resultados obtidos neste trabalho foram publicados por Falcão e 
colaboradores (2006) e são mostrados no Anexo 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Questionário etnofarmacológico. 
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As plantas indicadas foram coletadas para identificação botânica realizada pela Profª. 
Drª. Élsie Guimarães do Jardim Botânico do Rio de Janeiro. Dentre as espécies citadas, uma 
delas apresentou maior interesse graças ao seu ineditismo científico, a espécie Calceolaria 
chelidonioides Humb. Bonpl. & Kunth., conhecida popularmente como “botão de ouro” ou 
“saquinho”. C. chelidonioides foi citada pela população entrevistada como sendo usada em 
casos de “irritação da pele” e diversos tipos de câncer, sendo, portanto, escolhida para dar 
continuidade ao trabalho. Uma amostra dessa espécie foi depositada no Herbário do Jardim 
Botânico do Rio de Janeiro sob o número de voucher RB-430695 (SPECIESLINK, 2007). Na 
Foto 14 pode-se observar essa espécie em seu habitat original (I), o segmento da planta que 
alcança entre 30 e 45 cm de altura (II) e o detalhe da flor em forma de saco característico do 
gênero (III). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 14: Calceolaria chelidonioides. 
(I) 
(II) 
(III) 
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Uma primeira coleta de todas as partes de Calceolaria chelidonioides foi realizada 
em 13 de fevereiro de 2004. As diferentes partes vegetais foram separadas e usadas para a 
extração do óleo essencial e a preparação dos extratos e partições a serem usados na avaliação 
fitoquímica e nos ensaios farmacológicos. Em função dos resultados obtidos no screening 
farmacológico, principalmente da atividade antiviral, uma nova coleta foi necessária para a 
preparação do extrato etanólico bruto, utilizado nos testes de toxicologia e na tecnologia 
farmacêutica. Dessa vez, somente as flores foram coletadas em 27 de junho de 2004. Uma 
última coleta das partes aéreas foi realizada em 14 de setembro de 2004 para nova extração do 
óleo essencial. 
 
1.3 Extração do Óleo Essencial 
As folhas e os caules frescos (100g) de Calceolaria chelidonioides foram rasurados 
manualmente e colocados em um balão de fundo redondo, adicionaram-se 1600 mL de água 
destilada. O material vegetal foi submetido a um processo de hidrodestilação por arraste de 
vapor em aparelho do tipo Clevenger. O sistema foi mantido a 100°C durante 4 horas. O óleo 
essencial foi recolhido e acondicionado em recipiente de vidro, protegido da luz e sob 
refrigeração (-18ºC). A análise da composição do óleo essencial foi realizada por 
cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas. 
 
Identificação de substâncias presentes no óleo essencial de Calceolaria chelidonioides: 
 
Hexahidrofarnesilona (TR = 46,3 minutos): 
EM-EI m/z (%): 268[M]
+
 (0); 250 (3,9); 210 (1,9); 194 (0,6); 179 (2,6); 165 (3,2); 151 (1,3); 
137 (2,6); 124 (5,8); 109 (9,7); 95 (10,3); 85 (15,5); 71 (32,9); 58(100,0). 
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Androstan-17-ol-3-ona (TR = 60,2 minutos): 
EM-EI m/z (%): 290[M]
+
 (53,6); 275 (7,1); 261 (11,0); 257 (14,9); 245 (9,0); 219 (3,9); 206 
(42,6); 201 (7,1); 177 (87,1); 175 (8,4); 161 (15,5); 145 (13,6); 123 (16,8); 107 (22,6); 95 
(28,4); 81 (45,2); 69 (47,1); 55 (100,0). 
 
Biformeno (TR = 60,5 minutos): 
EM-EI m/z (%): 272[M]
+
 (4,5); 257 (90,3); 245 (1,9); 215 (3,9); 201 (5,8); 189 (39,4); 175 
(14,8); 161 (16,8); 147 (16,1); 133 (25,8); 107 (44,5); 93 (38,7); 80 (100,0); 67 (40,6); 55 
(97,4). 
 
Rimueno (TR = 62,8 minutos): 
EM-EI m/z (%): 272[M]
+
 (0); 270 (3,2); 257 (29,7); 241 (1,3); 227 (1,9); 215 (3,2); 202 
(8,4); 187 (19,4); 173 (11,6); 161 (9,7); 145 (11,6); 133 (12,9); 107 (21,9); 93 (23,2); 80 
(100,0); 67 (20,0); 55 (49,0). 
 
8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-eno (TR = 63,9 minutos): 
EM-EI m/z (%): 332[M]
+
 (1,9); 272 (54,8); 257 (31,6); 243 (29,0); 229 (5,8); 216 (5,2); 201 
(12,9); 187 (40,6); 175 (11,6); 159 (27,1); 145 (16,8); 131 (19,4); 107 (24,5); 95 (25,8); 81 
(51,6); 69 (58,1); 55 (100,0). 
 
1.4 Preparação dos Extratos 
O material vegetal coletado foi separado (folhas, flores, caules e raízes) e seco à 
temperatura ambiente por 20 dias. As folhas, caules e raízes após a secagem foram moídas, 
em moinho de facas, e submetidas a processo de extração exaustiva por maceração estática, 
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em etanol 96ºGL. As flores, no intuito de evitar degradação dos constituintes, foram 
rasuradas manualmente e submetidas ao mesmo processo extrativo porém ainda frescas. Em 
função da dificuldade de separação das folhas e flores, uma parte desse material foi usado 
misturado, obtendo-se assim também um extrato de folhas e flores. Todos os extratos 
etanólicos totais foram concentrados sob pressão reduzida para total remoção do solvente e, 
em seguida, foram ressuspendidos em água destilada (500 mL) e submetidos à partição 
líquido-líquido com solventes de polaridades crescentes (hexano, diclorometano, acetato de 
etila e n-butanol) (Esquema I). A Tabela III mostra as quantidades usadas das diferentes 
partes de Calceolaria chelidonioides e as obtidas após os sucessivos processos de extração. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema I: Preparação do extrato em etanol e respectivas partições em n-hexano, diclorometano, acetato de 
etila, n-butanol e resíduo aquoso final. 
Calceolaria chelidonioides 
Extração com etanol 
Eva
p

ora
ç

ão do solvente
Ex
t

r
ato

 
e

ta

n
ó

li
co

 
b

r
uto

Extrato hexânico 
Resíduo
Extrato em 
diclorometano
 
Resíduo
Extração com diclorometano
Extrato em  
acetato de etila
Resíduo
Extração com acetato de etila 
Extrato butanólico
Resíduo 
aquoso final 
Extração com n-butanol 
Etanol 
Extração com hexano
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Tabela III: Partes de Calceolaria chelidonioides usadas e as quantidades (g) obtidas após a extração com etanol, 
as partições em n-hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. 
 
Extrato / partição (g) 
Parte da 
planta 
Peso 
seco 
(g) 
Etanol  n-hexano Diclorometano
Acetato 
de etila 
n-butanol 
Folhas 
50 7,30  2,25  0,58  0,74  0,91 
Flores 
(1ª coleta) 
17* 3,11  1,03  0,41  0,62  0,17 
Flores 
(2ª coleta) 
250* 45,60  -  -  -  - 
Folhas e 
flores 
100 12,51  3,50  0,85  1,17  1,50 
Caules 
154 9,34  2,96  0,39  0,57  0,45 
Raízes 
26 2,95  -  -  -  - 
* Material submetido à extração ainda fresco. 
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1.4.1 Estudo da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico dos Caules de 
Calceolaria chelidonioides. 
A partição em acetato de etila (0,46 g) do extrato etanólico dos caules de C. 
chelidonioides foi cromatografada em coluna de gel de sílica, de vidro, de 52 cm de 
comprimento e 1,5 cm de diâmetro interno, na qual foram adicionados 12,72 g de sílica em 
diclorometano. Como fase móvel utilizou-se gradientes crescentes de diclorometano:acetato 
de etila, acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de etila:metanol até metanol puro. 
Foram obtidas 118 frações, as quais foram analisadas por cromatografia em camada fina e 
reunidas de acordo com as semelhanças cromatográficas, fornecendo onze junções (Esquema 
II). A Tabela IV mostra o sistema eluente usado em relação às junções obtidas. 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema II: Fracionamento da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico dos Caules de Calceolaria 
chelidonioides. 
 
Tabela IV: Junções obtidas da coluna da Partição em Acetato de Etila dos Caules de Calceolaria chelidonioides 
e seus respectivos sistemas eluentes. 
Junção Sistema eluente 
1-21  Diclorometano - diclorometano:acetato de etila (9,5:0,5) 
22-36  Diclorometano:acetato de etila (9:1) – (8:2) 
37-55  Diclorometano:acetato de etila (7:3) – (1:3) 
56-68 Diclorometano:acetato de etila (1:3) – acetato de etila 
69-80  Acetato de etila - acetato de etila:metanol (7:3) 
81-84  Acetato de etila:metanol (7:3) – (1:1) 
85-87 
88-89 
Acetato de etila:metanol (1:1) 
90-96  Acetato de etila:metanol (1:3) 
97-110 
111-118 
Metanol 
 
Partição em acetato de etila (0,46g) 
1-21
22-36 37-55
56-68
69-80
81-84 85-87 88-89
90-96
97-110
Extrato etanólico dos caules de  C. chelidonioides 
Coluna em gel de sílica
111-118
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Isolamento de dois fenilpropanóides glicosilados e flavona aglicona – A junção 
das frações 69-80 (0,25 g) da coluna da partição em acetato de etila do extrato etanólico dos 
caules de C. chelidonioides foi cromatografada em coluna de gel de sílica, de vidro de 50,5 
cm de comprimento e 1,2 cm de diâmetro interno, na qual foram adicionados 10,23 g de sílica 
em acetato de etila. Como fase móvel utilizou-se gradientes crescentes de acetato de 
etila:acetona:água, acetona pura e metanol puro. Foram obtidas 64 frações, as quais foram 
analisadas por cromatografia em camada fina e reunidas de acordo com as semelhanças 
cromatográficas, fornecendo dez junções (Esquema III). A Tabela V mostra o sistema eluente 
usado em relação às junções obtidas. 
 
A fração 2 (10 mg) eluída com acetato puro, oriunda do recolhimento de uma mistura 
de substâncias de cor amarelo intenso, foi submetida à cromatografia preparativa usando 
acetato de etila como fase móvel, obtendo-se nove frações. Três das nove frações obtidas,  
CC01,  CC02 e CC03, foram analisadas por métodos físicos, podendo-se identificar como 
sendo os fenilpropanóides glicosilados, calceolariosídeo B e calceolariosídeo A e o flavonóide 
aglicona, apigenina, respectivamente. Devido às pequenas quantidades de CC01 e CC02 
obtidas só foi possível analisá-las por RMN 
1
H. A identificação de CC03 foi feita através de 
RMN 
1
H, RMN 
13
C e também por cromatografia com fase líquida de alta eficiência (CLAE) 
em sistema de co-injeção com apigenina padrão (Sigma) (TR=36,6 min). A fase móvel 
utilizada foi água:ácido fosfórico 0,1% (A) e metanol (B) (20:80), realizando um gradiente até 
A:B (80:20) em 59 minutos e mais um minuto de A puro, retornando em seguida para a 
percentagem inicial. A análise foi feita usando a faixa de comprimento de onda de 240 e 260 
nm. Tempo total da corrida 60 minutos, fluxo da fase móvel igual a 1,0 mL/min. 
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Calceolariosídeo B: 
RMN 
1
H (200MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 2,74 (t, J 7,5 Hz, CH
2
-), 3,22 (d, J 7,7 Hz, H
2’ 
Gli), 3,38 (m, H
3’
 e H
4’ 
Gli), 3,52 (m, H
5’ 
Gli), 3,70 (m, H

), 4,02 (m, H

), 4,34 (d, J 7,5 Hz, H
 
anomérico da glicose - H
1’
), 4,37 (dd, J 2 e 8 Hz, H
6’ 
Gli), 6,24 (d, J 16 Hz, H
’’
), 6,56 (dd, J 
1,7 e 8 Hz, H
6
), 6,64 (d, J 8 Hz, H
5
), 6,68 (d, J 1,7 Hz, H
2
), 6,76 (d, J 8,3 Hz, H
5’’
), 6,92 (dd, J 
2 e 8,3 Hz, H
6’’
), 7,04 (d, J 2 Hz, H
2’’
), 7,54 (d, J 16 Hz, H
’’
). 
 
 
Calceolariosídeo A: 
RMN 
1
H (200MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 2,76 (m, CH
2
-), 3,21 (m, H
2’ 
Gli), 3,54 – 3,67 
(envelope de sinais da glicose H
3’
, H
5’
 e CH
2
), 3,73 (m, H

), 3,95 (m, H

), 4,49 (d, J 8 Hz, H 
anomérico da glicose – H
1’
), 4,89 (m, H
4’ 
Gli), 6,17 (d, J 16 Hz, H
’’
), 6,56 (m, H
6
), 6,60 (d, J 
1,3 Hz, H
2
), 6,64 (d, J 8 Hz, H
5
), 6,69 (d, J 8,6 Hz, H
5’’
), 6,83 (dd, J 2 e 8,6 Hz, H
6’’
), 6,93 (d, 
J 2 Hz, H
2’’
), 7,60 (d, J 16 Hz, H
’’
). 
 
 
Apigenina: 
RMN 
1
H (200MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 6,22 (d, J 1,8 Hz, H
6
), 6,47 (d, J 1,8, H
8
), 6,61 
(sl, H
3
), 6,92 (d, J 8,8 Hz, H
3’
 e H
5’
), 7,85 (d, J 8,8 Hz, H
2’
 e H
6’
). 
RMN 
13
C (50MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 95,1 (C
8
), 100,1 (C
6
), 103,8 (C
3
), 105,1 (C
10
), 
117,0 (C
3’
 e C
5’
), 122,2 (C
1’
), 129,5 (C
2’
 e C
6’
), 157,7 (C
9
), 160,6 (C
4’
), 161,1 (C
5
), 163,3 (C
7
), 
164,4 (C
2
),
 
181,3 (C
4
). 
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Esquema III: Isolamento de calceolariosídeo B, calceolariosídeo A e apigenina. 
 
 
 
Tabela V: Junções obtidas da coluna da junção 69-80 da Partição em Acetato de Etila dos Caules de Calceolaria 
chelidonioides e seus respectivos sistemas eluentes. 
 
Junção Sistema eluente 
1 
2 
Acetato de etila 
3-5  Acetato de etila - acetato de etila:acetona:água (5:2:1) 
6-9 Acetato de etila:acetona:água (5:2:1) 
10-23 Acetato de etila:acetona:água (5:2:1) – (3:3:2) 
24 
25-27 
Acetato de etila:acetona:água (3:3:2) 
28-34 Acetato de etila:acetona:água (3:2:3) – acetona 
36-47 Acetona-metanol 
48-64 Metanol 
 
Calceolariosídeo B
CC01
 
 
CC02
 
RMN 
1
H
 
 
 
 
Coluna em gel de sílica
 
69 - 80
 
Coluna em gel de sílica
 
28-34
 
25-27
 
2
 
1
 
3-5
 
6-9
 
10-23
 
24
 
36-47
 
48-64
 
Cromatografia preparativa
 
Extrato etanólico dos caules de 
C. chelidonioides
Apigenina
CLAE
CC03
Calceolariosídeo A
Partição em acetato de etila
RMN 
1
H e 
13
C
RMN 
1
H
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1.4.2 Estudo da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico das Flores de 
Calceolaria chelidonioides. 
 
A partição em acetato de etila (0,5 g) do extrato etanólico das flores de C. 
chelidonioides foi cromatografada em coluna de gel de sílica, de vidro, de 49,5 cm de 
comprimento e 1,3 cm de diâmetro interno, na qual foram adicionados 9,2 g de sílica em 
diclorometano. Como fase móvel utilizou-se gradientes crescentes de diclorometano:acetato 
de etila, acetato de etila puro, metanol puro e metanol levemente acidificado com ácido 
sulfúrico. A coluna foi eluída à vácuo sendo recolhida cada fração com o volume total de fase 
móvel usado (50 mL), com exceção das frações 2, 3 e 4 que foram separadas por 
apresentarem cores diferentes. Foram obtidas dessa forma 11 frações (Esquema IV). A Tabela 
VI mostra o sistema eluente usado em relação às frações obtidas. 
 
 
 
Esquema IV: Fracionamento da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico das Flores de Calceolaria 
chelidonioides. 
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Tabela VI: Junções obtidas da coluna da Partição em Acetato de Etila dos Flores de Calceolaria chelidonioides e 
seus respectivos sistemas eluentes. 
 
Junção Sistema eluente 
1 Diclorometano 
2 
3 
4 
Diclorometano:acetato de etila (9:1) 
5  Diclorometano:acetato de etila (8:2) 
6  Diclorometano:acetato de etila (7:3) 
7  Diclorometano:acetato de etila (3:2) 
8  Diclorometano:acetato de etila (1:1) 
9 Acetato de etila 
10 Metanol 
11 Metanol ácido 
 
 
Isolamento de flavonóide e fenilpropanóide glicosilados – A fração 10 (0,14 g) da 
coluna da partição em acetato de etila do extrato etanólico das flores de C. chelidonioides foi 
cromatografada em coluna de gel de sílica, de vidro, com 50,5 cm de comprimento e 1,2 cm 
de diâmetro interno, na qual foram adicionados 10,71 g de sílica em acetato de etila. Como 
fase móvel utilizou-se gradientes crescentes de acetato de etila:acetona:água, acetona pura, 
metanol puro e metanol ácido. Foram obtidas 49 frações, as quais foram analisadas por 
cromatografia em camada fina e reunidas de acordo com as semelhanças cromatográficas, 
fornecendo seis junções (Esquema V). A Tabela VII mostra o sistema eluente usado em 
relação às junções obtidas. A junção das frações 14-34 (40 mg) eluída em gradiente crescente 
de acetato de etila:acetona:água (3:2:1), (3:2:3) e acetona pura, foi cromatografada em coluna 
de Sephadex
®
. Foi usada coluna de vidro, de 89 cm de comprimento e 2,9 cm de diâmetro 
interno, na qual foram adicionados 50 g de Sephadex
®
 em metanol. Foram obtidas 52 frações, 
as quais foram analisadas por cromatografia em camada fina e reunidas de acordo com as 
semelhanças cromatográficas, fornecendo cinco junções. A junção das frações 20-34 (CC04) 
(28,5 mg) foi analisada por RMN 
1
H e RMN 
13
C, mostrando ser uma mistura de flavonóide, 
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fenilpropanóide glicosilado e ácidos graxos. CC04 foi então submetida à uma cromatografia 
preparativa usando como sistema eluente a mistura diclorometano : metanol : água : ácido 
acético (65:25:4,5:4), rendendo um total de quatro frações, sendo possível isolar a rutina 
(CC04A) (10 mg) e o verbascosídeo (CC04B) (15 mg). A identificação de CC04B foi feita 
também por cromatografia com fase líquida de alta eficiência (CLAE) em sistema de co-
injeção com verbascosídeo padrão isolado e purificado (95%) pelo grupo do Prof. Dr. Claude 
Andary do Laboratoire de Botanique, Phytochimie et Mycologie da Faculté de Pharmacie da 
Université Montpellier I obtido a partir de Orobanche rapum-genistae Thuill. 
(Orobanchaceae) (TR = 2,7 min). A fase móvel utilizada foi água com ácido acético 1% (A), 
metanol (B) e acetonitrila (C) (45:40:15). A análise foi feita usando a faixa de comprimento 
de onda de 240 e 260 nm. Tempo total da corrida 15 minutos, fluxo da fase móvel igual a 1,0 
mL/min. 
 
Rutina: 
RMN 
1
H (200MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 1,12 (d,  J 6,2 Hz, H
6’’’
, Me-Rha), 3,1-3,9 
(envelope de sinais - H da Rha e da Gli), 4,52 (d, J 1,1 Hz, H
1’’’,
 H anomérico da ramnose), 
5,11 (d, J 7,3 Hz, H
1’’
, H anomérico da glicose ), 6,21 (d, J 1,8 Hz, H
6
), 6,41 (d, J 1,8 Hz, H
8
), 
6,88 (d, J 8,5 Hz, H
5’
), 7,64 (dd, J  2,2 e 8,5 Hz, H
6’
), 7,66 (sl, H
2’
). 
 
RMN 
13
C (50MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 17,9 (H
6’’’
 Rha), 68,5 (C
6’’
 Gli), 69,7 (C
5’’’
 Rha), 
71,3 (C
4’’ 
Gli), 72,0 (C
3’’’ 
Rha), 72,2 (C
2’’’ 
Rha), 73,9 (C
4’’’ 
Rha), 75,7 (C
2’’ 
Gli), 77,1 (C
5’’ 
Gli), 
78,1 (C
3’’
 Gli), 99,9 (C
6
), 102,3 (C
1’’’ 
Rha), 104,8 (C
1’’ 
Gli), 105,5 (C
10
), 116,0 (C
2’
), 117,7 
(C
5’
), 123,1 (C
1’
), 123,6 (C
6’
), 135,6 (C
3
), 145,7 (C
3’
), 149,7 (C
4’
), 157,2 (C
9
), 158,3 (C
2
), 94,9 
(C
8
), 162,8 (C
5
), 165,9 (C
7
), 179,3 (C
4
). 
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Verbascosídeo: 
RMN 
1
H (200MHz, CDCl
3
, TMS): (ppm) 1,09 (d, J 6,2 Hz, H
6’’’, 
Me-Rha), 2,79 (t, J 7,3 Hz, 
CH
2
-), 3,16-4,12 (envelope de sinais - CH
2
- e Hs da Rha e da Gli), 4,38 (d, J 8 Hz, H
1’
, H 
anomérico da glicose), 4,76 (m, H
4’ 
da glicose), 5,18 (d,  J 1,8 Hz, H
1’’’
, H anomérico da 
ramnose), 6,27 (d, J 16 Hz, H
’’
), 6,56 (dd, J 2 e 8 Hz, H
5
), 6,67 (dd, J 2 e 8 Hz, H
6
), 6,75 (m, 
H
2
), 6,80 (m, H
5’’
), 6,96 (dd, J 1,8 e 8 Hz, H
6’’
), 7,05 (d, J 1,8 Hz, H
2’’
), 7,59 (d, J 16 Hz, 
H
’’
). 
RMN 
13
C (50MHz, CDCl
3
, TMS): (ppm) 18,8 (C H
6’’’
Rha), 36,9 (CH
2
-), 62,7 (C
6’
 Gli), 
70,7 (C
4’ 
Gli), 70,9 (C
5’’’
 Rha), 72,4 (C
2’’’ 
Rha), 72,6 (CH
2
-), 72,7 (C
3’’’ 
Rha), 74,1 (C
4’’’ 
Rha), 76,4 (C
2’ 
Gli), 76,5 (C
5’ 
Gli), 81,9 (C
3’ 
Gli), 103,3 (C
1’’’ 
Rha), 104,5 (C
1’ 
Gli), 114,9 
(C
’’
), 115,5 (C
2’’
), 116,6 (C
2
), 116,8 (C
5’’
), 117,4 (C
5
), 121,5 (C
6
), 123,5 (C
6’’
), 127,9 (C
1’’
), 
131,8 (C
1
), 145,0 (C
4
), 146,4 (C
3
), 147,1 (C
3’’
), 148,3 (C
’’
), 150,1(C
4’’
), 168,6 (CO). 
Esquema V: Isolamento de rutina e verbascosídeo. 
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1
H e 
13
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1
H e 
13
C
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1
H e 
13
C
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Tabela VII: Junções obtidas a partir da coluna da fração 10 da coluna mãe da Partição em Acetato de Etila dos 
Flores de Calceolaria chelidonioides e seus respectivos sistemas eluentes. 
Junção Sistema eluente 
1-10 Acetato de etila – acetato de etila:acetona:água (5:2:1) 
11 
12-13 
Acetato de etila:acetona:água (5:2:1) 
14-34 Acetato de etila:acetona:água (3:2:1) – (3:2:3) - acetona 
35-46  Acetona - metanol 
47-49 Metanol ácido 
 
 
1.4.3 Estudo da Partição em n-Butanol do Extrato Etanólico das Folhas e Flores de 
Calceolaria chelidonioides. 
A partição em n-butanol (1,36 g) do extrato etanólico das folhas e flores de C. 
chelidonioides foi cromatografada em coluna de gel de sílica, de vidro, com 59,3 cm de 
comprimento e 2,1 cm de diâmetro interno, na qual foram adicionados 27,0 g de sílica em 
acetato de etila. Como fase móvel utilizou-se gradientes crescentes de acetato de etila:metanol 
até metanol puro. A coluna foi eluída à vácuo sendo recolhida cada fração com o volume total 
de fase móvel usado (200 mL), obtendo-se dessa forma 6 frações (Esquema VI). A Tabela 
VIII mostra o sistema eluente usado em relação às frações obtidas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema VI: Fracionamento da Partição em n-Butanol do Extrato Etanólico das Folhas e Flores de Calceolaria 
chelidonioides. 
 
2  3 4 5 
 
Partição em n-butanol (1,36g) 
1 
6 
Extrato etanólico das folhas e flores de C. chelidonioides 
Coluna em gel de sílica à vácuo 
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Tabela VIII: Junções obtidas da coluna da Partição em n-Butanol do Extrato Etanólico das Folhas e Flores de 
Calceolaria chelidonioides e seus respectivos sistemas eluentes. 
Junção Sistema eluente 
1 Acetato de etila 
2  Acetato de etila:metanol (8:2)
3  Acetato de etila:metanol (7:3)
4  Acetato de etila:metanol (1:1)
5  Acetato de etila:metanol (3:7)
6 Metanol  
 
 
Identificação de flavonol O-glicosilado – A fração 6 (18 mg) eluída com metanol 
puro foi submetida à cromatografia preparativa usando acetato de etila:metanol (9:1) como 
fase móvel, obtendo-se cinco frações. Uma das frações obtidas foi chamada CC05 e analisada 
por métodos físicos, podendo-se identificar o flavonóide isoramnetina 3-O-glicosídeo 
(Esquema VII). 
Isoramnetina 3-O-glicosídeo: 
RMN 
1
H (200MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 3,04 – 4,1 (envelope de sinais – Hs da Gli), 3,71 
(s, OCH
3
), 4,69 (d, J 7,7 Hz, H
1’’
, H anomérico da glicose), 6,29 (sl, H
6
), 6,60 (sl, H
8
), 6,91 (d, 
J 8,5 Hz, H
5’
), 7,44 (dd, J 2 e 8,5 Hz, H
6’
), 7,85 (d, J 2 Hz, H
2’
). 
RMN 
13
C (50MHz, CD
3
OD, TMS): (ppm) 53,4 (OMe), 62,8 (C
6’’
 Gli), 71,7 (C
4’’ 
Gli), 77,0 
(C
2’’ 
Gli), 77,5 (C
3’’ 
Gli), 77,6 (C
5’’ 
Gli), 98,8 (C
8
), 102,0 (C
6
), 107,4 (C
1’’ 
Gli), 112,8 (C
2’
), 
115,0 (C
5’
), 118,7 (C
6’
). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema VII: Identificação da isoramnetina 3-O-glicosídeo. 
Coluna em gel de sílica à vácuo
Partição em 
n
-butanol
Extrato etanólico das folhas e flores de 
C. chelidonioides
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Isoramnetina 3-O-glicosídeo
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Cromatografia preparativa
RMN 
1
H e 
13
C
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2 Ensaios Toxicológicos 
O processo de irritação cutânea envolve uma série complicada de respostas químicas 
e fisiológicas. Quando a pele é exposta à substâncias tóxicas, a metodologia in vivo de Draize 
e colaboradores (1944) fornece uma série de informações importantes quanto à segurança, 
tanto para a indústria quanto para os órgãos de controle governamentais (como o FDA, por 
exemplo). Nesse teste, a irritação cutânea causada por uma substância é investigada 
observando-se uma escala de modificações que vão desde a formação de eritema e edema até 
a ulceração produzida na pele do coelho após a aplicação do produto irritante. Essa reação 
cutânea é produzida por diversos mecanismos fisiológicos, podendo ser facilmente 
identificada por visualização e apalpamento. No entanto, esse tipo de avaliação tem sido fonte 
de muita controvérsia nos últimos anos, uma vez que os resultados são baseados em 
observação sendo, portanto, altamente subjetivos e de baixa reprodutibilidade, além de 
oferecer muito pouca informação sobre os mecanismos fisiológicos envolvidos no processo. 
Aliado a isso, surgem mais recentemente questões éticas relacionadas ao tratamento com 
animais, contribuindo assim para a busca e o desenvolvimento de novas metodologias in vitro 
de avaliação toxicológica (G
AD, 2000). 
Atualmente, diversas metodologias in vitro estão sendo aplicadas baseadas na 
toxidade celular, sistemas de resposta inflamatória ou imune e etc. Dentre esses modelos estão 
as técnicas de cultura celular, desenvolvidas para estudar o potencial de irritação cutâneo de 
substâncias e incluem a cultura de monocamadas celulares que podem ser queratinócitos, 
fibroblastos ou melanócitos, linhagens celulares imortalizadas e explantes de pele ou culturas 
de órgãos. No entanto, tais monocamadas celulares não apresentam a barreira de proteção do 
estrato córneo, podendo com isso, superestimar a toxidade da substância testada (G
AD, 2000). 
Com o intuito de conhecer o potencial toxicológico dos extratos etanólicos de 
Calceolaria chelidonioides e, com isso, evidenciar a segurança do seu uso em nível tópico, 
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foram testadas diferentes metodologias, in vitro e in vivo, usando o extrato etanólico de flores 
de C. chelidonioides e, em alguns casos, o de folhas e flores. Esses extratos foram 
selecionados baseado no interesse farmacológico oriundo das atividades antimicrobiana, 
antioxidante e antiviral observadas. 
2.1 Citotoxidade 
in vitro 
2.1.1 Metodologia do Azul de Trypan em Macrófagos e Linfócitos 
Esses testes foram realizados em conjunto com a equipe do Prof. Dr. Ronald Bastos 
Freire do Laboratório de Toxicologia Ambiental e Imunoparasitologia do Departamento de 
Biologia Animal da Universidade Federal Rural de Rio de Janeiro (UFRRJ). Todos os 
protocolos dos ensaios realizados com animais foram aprovados pelo “Comitê de Ética em 
Experimentação Animal do Instituto de Biologia da UFRRJ”. 
Extratos vegetais - Foram testados dois extratos etanólicos de Calceolaria 
chelidonioides, sendo um de flores (EFL) e outro de folhas e flores (EFFL). Ambos os 
extratos foram diluídos em quantidade mínima necessária de etanol e completado o volume 
com solução tampão fosfato (PBS ) (0,1M, PH 7,2) até concentração final de 100 mg/mL e 
mantidos sob agitação para total dissolução. O extrato EFL foi diluído em etanol, mas após a 
adição de PBS ocorreu a precipitação de um componente do extrato. Este foi separado de EFL 
e denominado de EFL2. A amostra EFL2 foi diluída em uma quantidade mínima necessária 
de dimetil sulfóxido até concentração final de 0,01% (p/v) e usado nos ensaios de 
citotoxidade. Os três extratos foram filtrados em membrana de 0,22
m e então diluídos em 
meio de cultura (RPMI 1640 adicionado de indicador de pH – vermelho de fenol com pH= 
7,0) até as concentrações de 2,0, 1,0 e 0,5 mg/mL, correspondendo às concentrações de 20, 10 
e 5 g/Kg. 
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Macrófagos - Foi obtido um lavado peritonial a partir de 2 (dois) camundongos 
fêmeas (C57BL/6) com PBS (0,1M, PH 7,2) estéril (Foto 15). O lavado contendo os 
macrófagos foi centrifugado 3 (três) vezes com PBS a 250 g por dez minutos. As células 
foram então ressuspendidas em meio de cultura (TC 199 com vermelho de fenol, pH 7,4) e o 
número de células foi contado em câmara hemocitométrica (Neubauer – Alemanha), obtendo-
se 4,2 x 10
7
 células/mL. O material foi diluído em meio de cultura até uma concentração final 
de 10
6
 células/mL para ser incubado com os extratos. As células (100L) foram incubadas 
com 100
L dos extratos nas diferentes concentrações em placas estéreis de 96 poços, por 15 
horas a 37 
 1
o
C em atmosfera de CO
2
 (5%). Foram feitas 5 repetições de cada concentração. 
O controle foi feito com 100
L de meio de cultura (RPMI 1640). Após o período de 
incubação, as células se apresentavam aderidas à superfície da placa. O sobrenadante foi 
removido e as células coradas com panótico (coloração de Wright). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 15: Lavagem intraperitonial em camundongos fêmeas. 
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Isolamento de esplenócitos: O isolamento de linfócitos esplênicos foi realizado de 
acordo com metodologia previamente descrita por A
HMED et al. (1994a; 1994b). 
 
Imediatamente após o sacrifício por deslocamento cervical de dois camundongos 
C57BL/6, pesando em torno de 15 g 
 2,28, os baços foram removidos assepticamente (Foto 
16). Rapidamente o material foi acondicionado à 10 mL de solução fisiológica livre de 
aditivos, e mantido em banho de gelo. As células foram dissociadas suavemente com cortes 
de tesoura cirúrgica (oftálmica) e passadas, com cuidado, através de peneira de gaze com 
textura equivalente a 60-mesh. As células foram colhidas em tubo de centrifugação estéril 
(Falcon, USA) e centrifugadas a 250 g por 10 minutos a 4
o
C (IEC Centra GP8R, International 
Equipment, Needham Heights, MA). O sedimento foi ressuspendido em Tampão para Lise de 
Eritrócitos (TLE – 0,15 M de cloreto de amônia, 1 mM de bicarbonato de potássio e 0,1 mM 
de EDTA, pH7,4) diluído a 1:3 em RPMI sem vermelho de fenol (A
HMED  et al. 1985; 
G
OGAL et al., 2000). A suspensão de células foi incubada por três minutos em banho de gelo 
e, em seguida, acrescentada de RPMI 1640 em quantidade suficiente para o volume final de 
15 mL. As células foram novamente centrifugadas (250 g por 10 minutos a 4
o
C) e lavadas 
duas vezes mais com solução tamponada e RPMI-1640, respectivamente. O sedimento final 
de células (pellet) foi ressuspendido em pequeno volume de meio RPMI-1640 e, em seguida, 
as células foram contadas em hemocitômetro (Scharfe Systems Gmblt, Alemanha). O número 
de células foi ajustado para 5x10
6 
células/mL e a preparação mantida em banho de gelo até o 
momento de uso. A preparação final contém, rotineiramente, ~90% de linfócitos, 
característicos ao exame microscópio de esfregaços corados pelo corante de Wright. 
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Foto 16: Retirada do baço para posterior isolamento de linfócitos esplênicos. 
 
 
Linfócitos – Ensaio de exclusão pelo Azul de Trypan (G
AD, 2000): Foi preparado o 
homogeneizado de baço, com o auxílio de um micro-homogeneizador celular tipo Potter. Os 
baços foram extraídos de 2 (dois) camundongos fêmeas (C57black/6) com solução de lise 
constituída de 0,15 M de cloreto de amônia, 1 mM de bicarbonato de potássio e 0,1 mM de 
EDTA, pH7,4, diluído a 1:3 em RPMI sem vermelho de fenol (que lisa as hemácias) estéril. 
O material foi filtrado em gaze estéril e centrifugado 3 (três) vezes lavando com PBS a 250 g 
por dez minutos. As células foram então ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640, sem 
antibióticos e o número de células foi contado em Câmara de Neubauer, obtendo-se 1,04 x 
10
12
 células/mL. O material foi diluído em meio de cultura até uma concentração final de 10
4
 
células/mL para ser incubado com os extratos. As células (100
L) foram incubadas com 
100
L dos extratos nas diferentes concentrações em placas estéreis de 96 poços, por 15 horas 
a (37 
 1)
o
C em atmosfera de CO
2
 (5%). Foram feitas 5 repetições de cada concentração. O 
controle foi feito com 100
L de meio de cultura RPMI-1640. Após a incubação o meio 
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contendo as células foi transferido para eppendorfs e centrifugados a 603 g por 10 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em igual volume de corante azul de 
Trypan (6,2 mM, NaCl 0,8M) com o auxílio de homogeneizador vortex-mixer. Após 2 
minutos, foi retirada uma alíquota de 10
L e feitas lâminas para a contagem de células mortas 
e vivas, obtendo-se assim o percentual de viabilidade celular. 
 
2.1.2 Metodologia do Vermelho Neutro
 em Células de Queratinócito Humano. 
Foram realizados testes de citotoxidade in vitro, mas somente do extrato etanólico de 
flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides, em células de queratinócitos humanos NCTC 
2544 (ICLC n° HL97002) no Laboratoire de Toxicologie du Médicament (Laboratório de 
Toxicologia do Medicamento) da Faculté de Pharmacie (Faculdade de Farmácia) da 
Université de Montpellier I (Universidade de Montpellier I) na cidade de Montpellier – 
França, sob a supervisão da Profa. Dra. Laurence Vian. 
 
Cultura de células - As células NCTC 2544 usadas nesses testes haviam sido 
conservadas congeladas em nitrogênio líquido (-180ºC). Algumas semanas antes do início dos 
testes as células foram descongeladas e cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco 
(DMEM) contendo 4,5 g/L de glicose adicionado de 1% de solução de penicilina (5.000 
U/mL) e streptomicina (5 mg/mL), 1% de anfotericina B (250 
g/mL), 1% de solução de L-
glutamina (200 mM) e 10% de soro fetal bovino. As culturas de células foram incubadas a 
37ºC em atmosfera contendo 5% de CO
2
. 
 
Preparo do extrato - O extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria 
chelidonioides teve sua solubilidade testada em solução tampão PBS isento de íons Ca
++
 e 
Mg
++
 (pH 7,2), com e sem a adição de etanol e DMSO, em diferentes concentrações até o 
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máximo de 2 mg/mL, com agitação em vortex-mixer e auxílio de ultra-som. Considerou-se 
que a solução apresentava-se perfeitamente límpida até 0,2 mg/mL e que a adição dos 
solventes orgânicos não alterou a solubilidade. A partir dessa concentração, embora solúvel, o 
material apresentou certa turvação. Para a realização dos testes de toxidade foram feitas 
diluições com o meio de cultura (0,001; 0,002; 0,01; 0,02; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 mg/mL) a partir 
de uma solução mãe de extrato em tampão PBS isento de íons Ca
++
 e Mg
++
 (4 mg/mL) 
conservada congelada. As diluições foram preparadas no momento da incubação. O controle 
foi feito usando apenas meio de cultura. 
 
Metodologia do vermelho neutro - Devido à grande complexidade do processo de 
irritação cutânea, vários parâmetros podem ser avaliados nos testes in vitro para indicar a 
toxidade celular, tais como a viabilidade celular que pode ser avaliada pelo método 
colorimétrico do vermelho neutro, também denominada técnica dye-uptake. O vermelho 
neutro é um corante que se acumula nos lisossomas das células viáveis, não danificadas, e 
pode ser lavado das células lesadas. O conteúdo de corante acumulado nas células viáveis 
pode ser quantificado por espectrofotometria (G
AD, 2000). 
Após tripsinização, as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio de cultura e 
uma alíquota de 10
L de solução celular foi adicionada a 10 mL de solução tampão própria 
para a contagem do número de células pelo contador automático Casyton
®
 (Schärfe System 
GmbH - Alemanha). Em função do número de células obtido foi feita uma diluição da 
suspensão celular em meio de cultura a fim de obter-se 3 x 10
4
 células/poço sendo usado um 
volume final de 150 
L/poço. As células foram semeadas em placas de 96 poços, deixando-se 
vazias as colunas e linhas mais externas, e incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera 
contendo 5% de CO
2
. Por se tratarem de células aderentes esse período de incubação permite 
às células se aderirem à superfície da placa e se recuperarem do tratamento com tripsina. No 
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dia seguinte, o meio de cultura foi totalmente removido e substituído por 150 
L da solução 
contendo o extrato nas diferentes concentrações. O controle foi feito em duas colunas, que 
receberam o mesmo volume de meio de cultura. Foram feitas seis repetições de cada 
concentração e dos controles. As células foram novamente incubadas por 24 horas a 37ºC em 
atmosfera contendo 5% de CO
2
. Após esse período, o meio contendo o extrato foi retirado da 
placa e foi substituído por uma solução de vermelho neutro (150 
L/poço), em meio de 
cultura (1:80), feita no mesmo dia e conservada a 37ºC. As células foram incubadas mais uma 
vez por 3 horas nas mesmas condições anteriores. Em seguida a solução contendo o corante 
foi removida, as células lavadas duas vezes com tampão PBS (150 
L/poço) e, em seguida, 
foi colocado 150 
L de solução reveladora (ácido acético glacial 1% e etanol 50%) em cada 
poço. A placa foi levemente agitada e colocada para incubar mais 15 minutos a 37ºC em 
atmosfera contendo 5% de CO
2
. A absorbância foi lida a 540 nm em leitor de microplaca 
Labsystems Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific - Bélgica). As colunas vazias da placa 
foram usadas como branco durante a leitura no espectrofotômetro. Foram feitas seis 
repetições de cada concentração e do controle. O teste foi realizado em duplicata em ensaios 
independentes. A partir dos resultados obtidos foi calculada a média da densidade óptica 
obtida para cada concentração testada e do controle. Em seguida, foi obtida a porcentagem de 
viabilidade celular das células tratadas com o extrato em função das células controle 
consideradas como 100% de viabilidade. Foi possível calcular a CI
50
, concentração de extrato 
capaz de inibir 50% das células em cultura, a partir da fórmula (V
IAN et al., 1995): 
CI
50
 = (X-50/X-Y)(C
y
-C
x
) + C
x
 
Onde: X = % de inibição maior que 50% para a concentração C
x
 
Y = % de inibição menor que 50% para a concentração C
y 
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2.2 Fototoxidade 
in vitro 
No intuito de se prever os possíveis efeitos causados na pele após tratamento com o 
extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides e exposição à radiação ultravioleta, foi 
realizada a avaliação da fototoxidade do extrato, conforme descrito no guia da Organisation 
for Economic Co-operation and Development (OECD, 2004b). Foi usado o protocolo normal 
da metodologia do vermelho neutro (V
IAN et al., 1995), com uma pequena modificação. Após 
a adição da solução contendo o extrato EFL a placa foi submetida à radiação UVA por 15 
minutos. Para tal foi usado o simulador solar Suntest CPS (Atlas – Alemanha) equipado com 
lâmpada de xenon e sistema de filtro, permitindo a passagem da radiação ultravioleta de maior 
comprimento de onda, acima de 345 nm (UVA) e visível. Em seguida, o meio contendo o 
extrato foi substituído pelo mesmo volume de meio de cultura e as células foram incubadas 
por 24 horas a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO
2
. O ensaio foi terminado seguindo o 
protocolo descrito anteriormente. Assim como o teste de viabilidade celular, nesse também 
foram feitas seis repetições de cada concentração e do controle. O ensaio foi realizado em 
duplicata em dias diferentes. 
 
 
2.3 Genotoxidade 
in vitro 
Visando a Saúde Pública faz-se necessário determinar o grau de indução de danos em 
nível do ácido desoxirribonucléico (ADN) pelas substâncias químicas presentes no meio 
ambiente, ou ainda, pelos candidatos à medicamentos. Tais estudos são requisitados a fim de 
limitar a liberação ao mercado consumidor e/ou a disseminação de substâncias que 
apresentem um potencial genotóxico. 
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Admite-se que: 
a) a indução de mutação nas células somáticas pode conduzir à aparição de 
patologias tais como o câncer, sugerindo com isso que o dano ao ADN seja um evento 
fundamental tanto na mutagênese quanto na carcinogênese; 
b) as doenças hereditárias transmissíveis aos descendentes podem resultar da 
formação de mutações nas células germinais. 
Assim sendo, o caráter mutagênico apresenta um risco em potencial sobre a espécie 
humana. 
Existem atualmente diversos modelos desenvolvidos para o estudo e avaliação dos 
efeitos mutagênicos de produtos químicos em nível do gene (mutações por substituição de 
pares de bases ou por deslocamento do código de leitura genético) ou em nível do 
cromossomo (danos cromossômicos), no entanto, nenhuma metodologia é capaz de detectar 
todos os mecanismos genotóxicos, fazendo necessária a utilização de uma bateria de testes 
(Y
USUF, 2000) 
A Conferência Internacional de Harmonização (International Conference on 
Harmonization - ICH) encarregada de padronizar os procedimentos de registro dos 
medicamentos entre três grandes regiões mundiais (Estados Unidos, Comunidade Européia e 
Japão) preconiza uma bateria de três testes para avaliar os produtos químicos potencialmente 
mutagênicos descritas no Genotoxicity : A standard battery for genotoxicity testing of 
pharmaceuticals (ICH, 1997): 
a) um teste que evidencia a indução de mutação reversa (mutações gênicas) em 
sistema bacteriano in vitro, sugerindo o teste de Ames; 
b) um teste in vitro de avaliação de danos cromossômicos realizado em células 
eucarióticas ou a metodologia do linfoma (Mouse Lymphoma tk Assay); 
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c) um teste que evidencia a indução de lesões cromossômicas in vivo sobre células 
hematopoéticas de roedores (teste de micronúcleo ou teste de aberrações cromossômicas). 
O guia aconselha que, mesmo se forem obtidos resultados negativos nos três testes, 
certa precaução deve ser tomada quando se tratar do emprego de substâncias de classes 
potencialmente mutagênicas. No caso de resultado positivo, em um ou mais testes desta 
bateria, outras metodologias complementares devem ser realizadas. O guia sugere ainda, nos 
sistemas in vitro, a realização dos testes com e sem a presença de sistemas metabólicos (ICH, 
1997). 
 
Embora o Brasil não esteja vinculado diretamente ao ICH, a legislação vigente, 
resolução RE nº 90 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), de 16 de março 
de 2004, que determina o "Guia para a realização de estudos de toxidade pré-clínica de 
fitoterápicos" baseia-se no guia anteriormente citado (ICH, 1997) instruindo no anexo IV 
extraído do documento em questão, mostrado a seguir: 
Anexo IV. Estudo especial - Genotoxidade : 
Estudo que deve ser efetuado quando houver indicação de uso contínuo ou 
prolongado do medicamento em humanos. 
1. Avaliação in vitro da reversão de mutação em bactérias incluindo ativação 
metabólica ou de dano a cromossomas de células de mamíferos ou de 
linfoma de camundongo; 
2. Avaliação in vivo do dano em cromossoma em células hematopoiéticas de 
roedores (teste de micronúcleo). 
(BRASIL, 2004b) 
 
Vale ressaltar, que embora semelhante ao preconizado pelo guia da ICH, a legislação 
brasileira não inclui como prerrogativa obrigatória esse tipo de avaliação, sinalizando sua 
aplicação apenas em casos de uso contínuo ou prolongado do medicamento em questão, quer 
seja de uso interno ou externo. 
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Assim sendo, foi possível realizar dois tipos de testes in vitro no intuito de avaliar o 
potencial genotóxico do extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides, 
ambos recomendados pelos guias acima, no Laboratoire de Toxicologie du Médicament 
(Laboratório de Toxicologia do Medicamento) da Faculté de Pharmacie (Faculdade de 
Farmácia) da Université de Montpellier I (Universidade de Montpellier I) na cidade de 
Montpellier – França, sob a supervisão da Profa. Dra. Laurence Vian. Vale frizar que optou-se 
por metodologias in vitro, uma vez que a legislação francesa regula de forma a dificultar a 
realização de testes em animais. 
2.3.1 Teste dos Cometas 
Essa metodologia mede as rupturas do ADN e foi escolhida por apresentar um 
sistema de leitura capaz de evidenciar grande extensão de danos. Para a realização desse teste 
optou-se por utilizar as mesmas células de queratinócitos humanos (NCTC 2544) dos testes de 
citotoxidade e fototoxidade, uma vez que o alvo da proposta de utilização do extrato é a pele. 
A metodologia do teste dos cometas, também chamado Single Cell Gel 
Electrophoresis (SCGE), baseia-se em modificações propostas por Östling & Johanson (1984) 
da técnica descrita originalmente por Rydberg & Johanson (1978). Nesse modelo, as células 
individualizadas, previamente tratadas com a substância teste, são colocadas em uma camada 
de gel de agarose depositada sobre uma lâmina de microscopia. As células são lisadas em 
solução neutra contendo um detergente e alta concentração de sais e, em seguida, sofrem uma 
eletroforese. Os agentes genotóxicos provocam a ruptura do filamento do ADN, permitindo o 
relaxamento da estrutura super enovelada. Sob a influência do campo elétrico, o ADN 
relaxado, ou o filamento rompido, migra na matriz de agarose em direção ao anodo. As 
células contendo o ADN intacto se apresentam sob a forma de uma esfera com contorno bem 
definido. Ao contrário, as células cujo ADN foi de alguma forma danificado fornecem uma 
imagem que se assemelha a um cometa, com uma parte arredondada, chamada “cabeça” e um 




[image: alt]PARTE EXPERIMENTAL 
  120
rastro, a “cauda”, que se alonga no sentido do anodo de forma proporcional ao grau dos danos 
sofridos pelo ADN (Figura 10). 
Figura 10: Representação esquemática dos cometas. 
 
Em 1988, Singh e colaboradores propuseram a realização da eletroforese em solução 
tampão fortemente alcalina (pH>13), promovendo com isso, um aumento na cauda do cometa 
associado ao nível de rupturas simples-fita do ADN e dos sítios álcali-lábeis (Y
USUF, 2000; 
R
OSSIGNOL, 2006). 
Essa metodologia permite evidenciar as alterações primárias sofridas pelo ADN. Na 
realidade, uma célula é submetida, constantemente, à agressões físicas e químicas de origem 
exógena das quais o ADN é um alvo privilegiado. A fixação covalente de um produto pode 
provocar lesões, ou desemparelhamentos dos pares de bases, originando modificações 
variadas na sua estrutura. São múltiplas as alterações possíveis do ADN provocadas por 
fatores exógenos, tais como, modificações das bases (desaminação ou oxidação, por 
exemplo), ruptura do filamento, dimerização de timinas, despurinação, intercalações, fixação 
de outras moléculas às bases, formação de ligações intra e inter-filamentos, pontes ADN-
proteínas, deleção ou inserção de um ou mais pares de bases. Em geral, um mesmo agente 
genotóxico atua por diferentes mecanismos de ação, sendo um deles predominante. 
O teste dos cometas permite detectar os fragmentos de ADN simples e dupla-fita, 
resultante de um rompimento imediato ou latente, segundo o mecanismo de ação: 
a) as quebras simples e dupla-fita francas; 
b) as quebras simples-fita resultantes da presença de um sítio alcali-lábil; 
c) as quebras evidenciadas pelos sistemas de reparação. 
Danos importantes Danos fracos 
Célula normal 
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Os rompimentos sofridos pelo ADN podem ser repartidos em quebras do tipo 
simples-fita ou dupla-fita, sendo grande parte deles conseqüência da participação metabólica 
celular, não resultando de uma ação direta de um xenobiótico. 
Um rompimento simples-fita corresponde à quebra sofrida por um dos filamentos do 
esqueleto fosfodiéster do ADN e são consideradas lesões reparáveis, uma vez que a fita 
oposta da dupla hélice mantenham aproximadas as duas extremidades do filamento rompido, 
sendo freqüentemente reparadas pela ação da enzima ADN-ligase (Figura 11). 
 
Figura 11: Quebra simples-fita. 
 
 
A quebra do tipo dupla-fita de ADN é definida como a presença de dois 
rompimentos, cada um sobre o filamento oposto da dupla hélice, localizados quer seja em 
oposição ou próximos um do outro, levando à ruptura da dupla-hélice (Figura 12). Se uma 
molécula comportar um número suficientemente grande de quebras simples-fita aleatórias, 
pode ocorrer de duas serem suficientemente próximas para formar uma quebra dupla-fita. 
Esse tipo de lesão conduz à perda de informações para a célula, por levar à descontinuidade 
física do cromossoma, e pode ser produto de diversos processos endógenos fisiológicos, tais 
como a transcrição, recombinação, replicação, certos tipos de reparação do ADN ou apoptose. 
A não reparação (ou uma reparação incompleta) poderá acarretar em aberração 
cromossômica, mortalidade celular ou transformação oncogênica. 
Ação do 
genotóxico 
Quebra 
simples-fita 
Migração do fragmento 
simples-fita 
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Figura 12: Quebra dupla-fita. 
 
As quebras não são todas induzidas diretamente, certos sítios podem ser somente 
fragilizados e conduzir à quebra de filamento apenas em condições específicas. Em condições 
alcalinas como a do teste dos cometas (pH>13) podem ser detectados os sítios álcali-lábeis. 
Esses sítios podem ser formados por agentes alquilantes, que se ligam aos sítios nucleófilos 
do ADN, enfraquecendo a ligação N-glicosídica, levando à perda espontânea do resíduo de 
purina ou pirimidina, formando assim os sítios apúricos ou apirimídicos, chamados sítios AP. 
Tais sítios AP podem resultar ainda da excisão de bases danificadas pela ação de uma ADN-
glicosilase específica e são consideradas lesões pré-mutagênicas, pois podem conduzir à má 
incorporação de nucleotídeos no filamento oposto pela ADN-polimerase, no momento da 
replicação. Em meio fortemente alcalino os sítios AP sofrem 
-eliminação rompendo uma 
ligação fosfodiéster, levando conseqüentemente à quebra de filamento. 
As células possuem sistemas de proteção contra as agressões físicas e químicas do 
meio ambiente capazes de alterar seu ADN. Assim sendo, os sistemas de reparação são 
essenciais por serem capazes de manter a integridade da informação genética. Tal resposta 
celular pode se dar por três formas diferentes, cada uma especializada na correção de um tipo 
de dano: 
a) restauração da zona lesada ou reparação por reversão; 
b) reparação por excisão de bases danificadas do genoma e sua substituição ou 
supressão da zona lesada; 
c) tolerância da zona danificada. 
Ação do 
genotóxico 
Quebra 
dupla-fita 
Migração do fragmento 
dupla-fita 
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Finalmente, no momento da reparação, freqüentemente ocorre uma quebra simples-
fita no ADN. Essa quebra, transitória, será detectada na hora do teste dos cometas realizado 
em condições alcalinas, podendo com isso detectar indiretamente, por intermédio de 
mecanismos de reparação, diversas lesões, não somente as produzidas por quebras diretas. No 
entanto, a detecção de um grande número de quebras pelo teste dos cometas pode indicar 
tanto um alto grau de danos importantes como uma eficaz reparação celular (Y
USUF, 2000; 
R
OSSIGNOL, 2006). 
Protocolo do Teste dos Cometas 
Cultura de células - As células de queratinócito humano (NCTC 2544) usadas 
foram tratadas e cultivadas conforme descrito anteriormente para o teste de citotoxidade com 
o vermelho neutro. Após tripsinização as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio de 
cultura e uma alíquota de 10
L de solução celular foi adicionada a 10 mL de solução tampão 
própria para a contagem do número de células realizada pelo contador automático Cosy
®
1. 
Em função do número de células obtido foi calculada a quantidade a ser adicionada da 
solução contendo o extrato a ser testado e/ou meio de cultura a fim de obter-se uma suspensão 
celular final de 10
6
 células/mL. 
Extrato vegetal - Para a realização do teste dos cometas foi usada uma solução mãe 
do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides em tampão PBS isento de íons Ca
++
 
e Mg
++
 (4 mg/mL) conservada congelada. A solução mãe foi aquecida em banho maria a 37ºC 
e adicionada diretamente à suspensão celular de maneira a obter-se as concentrações finais de 
extrato desejadas, em 1 mL de volume final. Quando necessário, foi adicionado meio de 
cultura para completar o volume. Em seguida, foram incubadas por 1 hora a 37ºC em 
atmosfera contendo 5% de CO
2
. 
Foram testadas as concentrações de 0,4 mg/mL, 0,3 mg/mL e 0,2 mg/mL 
(considerada limite da solubilidade do extrato no tampão usado como veículo e que 
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demonstrou 100% de viabilidade celular no ensaio de citotoxidade do vermelho neutro). O 
controle negativo foi feito adicionando apenas meio de cultura à suspensão celular. Foram 
feitas duas lâminas de cada concentração e do controle, sendo lidos 50 cometas de cada 
lâmina. O ensaio foi realizado em duplicata em experimentos diferentes. 
Teste com ativação metabólica - Foi realizado o mesmo protocolo do teste dos 
cometas, dessa vez com ativação metabólica exógena, procurando uma possível atividade 
genotóxica dos metabólitos do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides. Para tal 
utilizou-se a chamada fração S9 (IFFA-CREDO, França), rica em microssomos, fragmentos 
de membranas do retículo endoplasmático liso e citossol (onde estão presentes as enzimas 
responsáveis pela biotransformação), oriunda do tratamento de um homogenato de fígado de 
rato. Essa fração é conservada a -80ºC e no momento da utilização foi preparado em banho de 
gelo (0ºC) o chamado “S9 mix”, contendo 2,5% de S9 onde foram adicionados os cofatores 
NADP 0,1M e glicose-6-fosfato 1,0M em solução tampão fosfato 0,2M (pH 7,4) e solução de 
sais (MgCl
2
 e KCl) 0,2M. O “S9 mix” foi adicionado à suspensão celular na concentração 
final de 5%. Foram testadas as mesmas concentrações de extrato utilizados no protocolo sem 
ativação metabólica. O controle negativo foi feito usando o “S9 mix” adicionado à suspensão 
celular sem a adição do extrato. Foi feito um controle positivo usando benzo(
)pireno 
(100
M), um conhecido agente carcinogênico que necessita de ativação metabólica para 
reagir com o ADN. Da mesma forma que o anterior, as células em contato com o “S9 mix”, o 
extrato e/ou benzo(
)pireno foram incubadas por 1 hora a 37ºC em atmosfera contendo 5% de 
CO
2
. Foram feitas duas lâminas de cada concentração e dos controles, sendo lidos 50 cometas 
de cada lâmina. O ensaio foi realizado em duplicata em dias diferentes. 
Preparo das lâminas - Nesse modelo as células são inseridas em uma camada de 
agarose, sobre uma lâmina de microscopia, formando um sanduíche de três camadas de 
agarose conforme evidenciado na Figura 13. 
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Figura 13: Lâmina de microscopia com sanduíche de três camadas de agarose. 
 
A primeira camada foi composta por agarose de ponto de fusão normal (APFN) 1% 
em tampão PBS sem Ca
2+
 e Mg
2+
. As lâminas foram deixadas em temperatura ambiente até 
completa secagem da agarose. A segunda camada foi composta por uma mistura de 10 
l da 
suspensão contendo as células tratadas, previamente incubadas com o extrato, e 75
l de 
agarose de baixo ponto de fusão (ABPF) 0,5% em tampão PBS sem Ca
2+
 e Mg
2+
. A ABPF se 
mantém líquida a 37ºC, temperatura ideal para a viabilidade celular, permitindo assim ser 
misturada homogeneamente com as células. As lâminas foram mantidas a 4ºC por 5 minutos 
para solidificação da agarose. A terceira e última camada foi composta por 75 
l da mesma 
solução de agarose de baixo ponto de fusão. Mais uma vez as lâminas foram mantidas a 4ºC 
por cinco minutos. Vale ressaltar que o uso de solução tampão PBS sem Ca
2+
 e Mg
2+ 
na 
fabricação das soluções de agarose tem o intuito de inibir a atividade endonucleásica celular 
dependente de Ca
2+
 e Mg
2+
. 
Lise das células - As lâminas contendo as três camadas solidificadas de agarose 
foram colocadas em um suporte de lâminas e mantidas sob imersão em 200 mL de solução de 
lise (Tris 10mM, NaCl 2,5M, EDTA.Na
2
 100mM, Triton X100 1% - pH10) por 1 hora a 4ºC. 
A solução de lise foi previamente preparada, no mesmo dia do teste, e conservada em 
geladeira (4ºC). O detergente não iônico (Triton X100) presente na solução aumenta a 
permeabilidade celular dissociando a dupla camada de fosfolipídeos membranares, além de 
Lâmina de microscopia 
Células em ABPF 
Agarose de baixo ponto de fusão (ABPF) 
Agarose de ponto de fusão normal (APFN) 
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atuar mantendo a estrutura em rede do gel de agarose limitando a difusão do ADN na matriz 
do gel, enquanto que a alta concentração salina (NaCl) tem papel importante na dissociação 
da cromatina. 
Após a lise das células o ADN, superenovelado livre ocupa, na matriz do gel de 
agarose, o espaço ocupado pela célula antes de ter sido lisada, sendo sua estrutura 
superenrolada mantida. 
Eletroforese - Ao ser realizada em meio alcalino forte, essa etapa permite o 
relaxamento da molécula de ADN, seguido por seu desenovelamento e desnaturação da dupla 
hélice, separando os dois filamentos. O aumento do pH leva à desnaturação pois modifica as 
cargas dos grupamentos químicos envolvidos nas ligações hidrogênio que mantém a estrutura 
em dupla hélice. Uma molécula de ADN que apresenta uma quebra é bem menos compacta 
que outra superenovelada de mesmo peso molecular, ou seja, a presença de rupturas conduz 
ao relaxamento da hélice do ADN. 
Uma vez que a solução de desenovelamento é a mesma que a solução de eletroforese, 
essa etapa permite que se estabeleça um equilíbrio entre a solução e o gel de agarose antes da 
realização da eletroforese. Dessa forma, após serem retiradas da solução de lise, as lâminas 
foram imediatamente colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal (Bioblock - França) 
onde ficaram em repouso, imersas na solução de eletroforese (NaOH 0,3M, EDTA.Na
2
 1mM 
– pH13) por 40 minutos a 4ºC e, logo em seguida, foi dado início a eletroforese (25 V e 300 
mA) por 20 minutos também a 4ºC. Essa solução havia sido previamente preparada, no dia 
do teste, e conservada em geladeira (4ºC). 
Neutralização - Após a eletroforese as lâminas foram cuidadosamente retiradas da 
cuba e colocadas em um suporte de lâminas, onde sofreram 3 (três) lavagens consecutivas, em 
temperatura ambiente, mantendo-as imersas por 5 minutos em uma solução aquosa de Trizma 
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0,05M (pH7,5), previamente preparada no dia do teste e mantida refrigerada (4ºC), a fim de 
neutralizar a solução alcalina presente no gel e eliminar os sais e o detergente. 
Um último banho foi realizado em metanol, durante 5 minutos em temperatura 
ambiente, a fim de desidratar as lâminas. Essas foram deixadas secar em temperatura 
ambiente e guardadas no escuro até o dia seguinte, quando foram realizadas as leituras. 
Leitura das lâminas - No momento da leitura foi depositado 20 
l de solução de 
brometo de etídio (BET) (1
g/mL) sobre as lâminas e em seguida uma lamínula. O BET é um 
corante que se fixa entre os filamentos do ADN levando assim ao fenômeno de fluorescência. 
A intensidade da fluorescência é, portanto, proporcional à taxa de fixação BET-ADN. As 
lâminas foram lidas imediatamente em microscópio de fluorescência (Zeiss - Alemanha) 
acoplado a uma câmera Cohu 4910 (Optilas - França) e usando o software Komet
®
 versão 
4.0.2 (Kinetic Imaging Ltd. – Reino Unido) como sistema de análise de imagens. O software 
fornece diferentes parâmetros que podem ser usados na análise dos resultados obtidos no teste 
dos cometas, sendo a percentagem de ADN presente na cauda (Tail DNA), expressa pela 
intensidade total de fluorescência presente na cauda em comparação com a intensidade total 
do cometa, o parâmetro considerado por muitos autores o mais representativo e, por isso, o 
escolhido para ser usado nos nossos testes (Y
USUF, 2000; ROSSIGNOL, 2006). 
2.3.2 Teste de Ames 
A metodologia de detecção de substâncias com caráter carcinogênico e mutagênico 
em modelo usando Salmonella mutante foi descrito inicialmente por Ames e colaboradores 
em 1975. Em 1983, Ames & Maron publicaram uma revisão da metodologia que é usada 
amplamente até os dias de hoje. Ao longo dos anos, essa metodologia vem sendo responsável 
pela identificação de inúmeras substâncias com potencial mutagênico, detectando 
substituições de pares de base (TA100 e TA102) e mutações frameshift (TA97a e TA98), com 
as mais diferentes origens em todo o mundo, desde poluentes ambientais até substâncias de 
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uso alimentar. Com isso, tem sido possível evidenciar a relação entre os potenciais 
mutagênico e carcinogênico, sugerindo que o dano ao ADN seja um evento fundamental tanto 
na carcinogênese quanto na mutagênese (A
MES & MARON, 1983; STRYER, 1992; GAD, 2000). 
Linhagens bacterianas - As cepas originariamente derivadas de Salmonella 
typhimurium LT2 são usadas rotineiramente em função da sensibilidade na detecção de 
reversão de mutações genéticas em bactérias não dependentes de histidina. As linhagens 
usadas são histidina auxotróficas em virtude de mutações sofridas no operon da histidina, 
sendo, portanto, incapazes de sintetizá-la. Quando essas células dependentes de histidina 
crescem em meio ágar contendo traços de histidina, apenas as células revertentes para a 
independência da histidina são capazes de formar colônias. Quantidades mínimas desse ácido 
aminado permitem que as bactérias em cultura se submetam à ciclos de divisão celular. E em 
alguns casos, esse crescimento é essencial para que a mutagênese ocorra, e os organismos 
que tiveram a mutação revertida são facilmente visíveis na forma de colônias contra um leve 
“gramado” de crescimento de fundo. Em adição à mutação relacionada à histidina, as cepas 
teste padrões apresentam outras mutações que aumentam sua habilidade em detectar 
mutágenos. Uma mutação (rfa) leva à perda parcial da barreira de lipopolissacarídeos que 
recobre a superfície da célula bacteriana e, com isso, aumenta a permeabilidade à moléculas 
grandes, como o benzo(
)pireno que não é capaz de penetrar nas paredes celulares normais. 
Uma outra mutação (uvrB) é a deleção do código genético do sistema de reparação por 
excisão do ADN, mecanismo esse relacionado à reparação dos danos induzidos pela luz 
ultravioleta, resultando em um grande aumento de sensibilidade na detecção de diversos 
mutágenos químicos e físicos. Por razões técnicas, a deleção do gene uvrB levou a deleção de 
outro gene (bio), tendo-se como conseqüência a dependência de biotina para seu crescimento. 
A cepa TA102 não contém a mutação uvrB por ter sido construída objetivando a detecção de 
mutágenos que necessitem de um sistema de reparação por excisão intacto. As cepas padrões 
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usadas nesse teste, TA97a, TA98, TA100 e TA102 contém o plasmídio do fator-R (fator de 
transferência de resistência), pKM101. Além desse, TA102 também contém o plasmídio de 
multicópias, pAQ1, o qual carrega a mutação hisG428 e o gene de resistência à tetraciclina. O 
plasmídio pKm101, em Salmonella typhimurium, leva ao aumento de mutagênese química e 
espontânea por estimular um erro no sistema de reparo do ADN, normalmente presente nesses 
organismos. A cepa TA102 contém ainda uma mutação no gene hisG, gerando um sítio de 
mutação A-T (Adenina-Timina), que permite à bactéria detectar grande variedade de 
mutágenos tais como hidroperóxidos, raios X, luz UV e agentes de ligações cruzadas, que não 
são detectados (ou não de forma muito eficiente) pelas outras linhagens bacterianas usadas. A 
mutação hisG46 na linhagem TA100 está no gene hisG relacionado à enzima responsável pela 
biossíntese de histidina. Essa mutação substitui uma seqüência -GGG-/-CCC- (prolina) por –
GAG-/-CTC- (leucina) no organismo original (wild-type). Dessa forma, essa linhagem é capaz 
de detectar mutágenos capazes de causar substituições de pares de bases primariamente 
relacionados aos pares G-C (Guanina-Citosina), ou seja, mutações pontuais. A mutação 
hisD3052 na linhagem TA98 está no gene hisD relacionado à enzima histidinol 
desidrogenase. TA98 é capaz de detectar uma grande variedade de mutágenos frameshift que 
podem estabilizar o pareamento deslocado que ocorre, freqüentemente, em seqüências 
repetidas ou hotspots (sítios onde preferencialmente ocorrem as mutações) do ADN, 
resultando em uma mutação frameshift que restaura a leitura correta do gene para a síntese de 
histidina. Vale ressaltar que uma mutação frameshift é, por definição, uma mutação capaz de 
alterar o modo de leitura do gene devido a inserção ou deleção de um ou mais nucleotídeos. 
Devido a sua maior sensibilidade, a linhagem TA97a veio a substituir duas outras usadas 
originalmente na metodologia proposta por Ames. A TA97a apresenta uma citosina a mais no 
sítio de mutação hisD6610, apresentando com isso um segundo hotspot de pares de base –GC- 
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alternados, sendo sensíveis à alguns dos mutágenos capazes de reverter a linhagem TA98, os 
mutágenos frameshift (A
MES & MARON, 1983; STRYER, 1992; GAD, 2000). 
Culturas bacterianas - As cepas bacterianas são conservadas em criotubos de 1,0 
mL a -80ºC em meio de cultura contendo 10
9
 de bactéria e 9% de DMSO, usado como agente 
crioprotetor. Na véspera do início do teste, a suspensão bacteriana a ser usada foi 
descongelada e 50
l foram imediatamente adicionados à 20 mL de meio de cultura líquido 
contendo 2,5% de Oxoïd nutrient broth nº2 (meio nutritivo próprio para a cultura bacteriana), 
previamente preparado e esterilizado, em erlenmeyer estéril. À esse meio foi adicionado ainda 
ampicilina (528 
g) e, no caso de TA102 foi também usado tetraciclina (39 g). A suspensão 
bacteriana foi incubada por 10 horas a 37ºC com agitação orbital (210 rpm). Após esse 
período, foi medida a transmitância da suspensão à 650 nm a fim de verificar a concentração 
de bactérias usando espectrofotômetro UV-VIS UNICAM 8625
®
 (Unicam – Reino Unido). 
Para o protocolo de Ames utiliza-se a suspensão com transmissão inferior a 10% (1 – 2 x 10
9
 
bactérias/mL). 
Extrato vegetal - Segundo o protocolo proposto por Ames e colaboradores (1983), 
devem ser testadas cinco concentrações diferentes, sendo a maior escolhida em função de três 
fatores: aquela que, após a realização de um ensaio preliminar, apresentou atividade 
bacteriostática inferior ou igual à 75%, a maior concentração limitada pela solubilidade do 
produto a ser testado ou 5 mg por placa. As outras quatro concentrações inferiores são 
repartidas em razão logarítmica. 
Para a realização desse teste foi usada a solução mãe do extrato etanólico de flores 
(EFL) de C. chelidonioides em tampão PBS isento de íons Ca
++
 e Mg
++
 (4 mg/mL) 
conservada congelada, isto é, a mesma usada com as células de queratinócitos humanos. 
Foi realizado um ensaio prévio com o extrato de C. chelidonioides e a linhagem 
TA98 a fim de verificar uma possível atividade bacteriostática ou bactericida que pudesse 
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limitar os resultados obtidos ou a concentração a ser utilizada. Tal atividade não foi 
observada. Nesse caso foram usadas as seguintes concentrações de extrato: 0,05; 0,1; 0,25; 
0,5 e 1,0 mg/placa. Em função dos resultados obtidos e da solubilidade do extrato, discutido 
previamente, optou-se por testar as seguintes concentrações: 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg 
de extrato/placa. 
Protocolo do Teste de Mutagenicidade de Ames 
Todos os meios de cultura e soluções usados foram previamente preparados, usando 
água ultra pura, esterilizados em autoclave (120ºC) e conservados a 4ºC. 
Na véspera do início do teste, o meio de Vogel Bonner, também chamado meio 
pobre, composto por 1,5% de ágar, foi fundido em microondas (650 watts) por 4,5 minutos e 
à este foi então adicionado 5% de solução de glicose a 40% e 2% de solução de sais de Vogel 
Bonner (sulfato de magnésio 1%, ácido cítrico monoidratado 10%, fosfato dipotássico anidro 
50% e fosfato de sódio amônio 17,5%). Para a linhagem TA97a foi usado 2,5% da solução de 
glicose a 40%. O meio pronto ainda líquido foi então colocado em placas de petri 
(600x100mm) estéreis e descartáveis (20mL/placa). As placas foram resfriadas em 
temperatura ambiente e incubadas a 37ºC por 24 horas. 
Ao mesmo tempo o meio nutritivo, também chamado meio rico, usado para testar as 
características mutagênicas originais das cepas bacterianas, composto por 1,5% de ágar e 
2,5% de Oxoïd nutrient broth nº2, foi também fundido em microondas (650 watts) por 4,5 
minutos e colocado em placas de petri (600x100mm) estéreis e descartáveis (20mL/placa). As 
placas foram resfriadas em temperatura ambiente e incubadas a 37ºC por 24 horas. 
No dia do teste, a solução mãe de extrato aquecida em banho maria a 37ºC foi 
colocada diretamente, em um tubo plástico estéril, usando o volume referente à quantidade a 
ser testada. Ao extrato foi adicionada 0,1 mL da suspensão bacteriana. O tubo foi tampado, a 
mistura foi agitada com o auxílio de vortex-mixer e incubada por 1 hora a 37ºC. Foram feitos 
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controles negativo (usando apenas a suspensão bacteriana sem a adição de extrato) e positivo, 
adicionando à suspensão bacteriana uma substância de conhecida atividade mutagênica. O 
controle positivo foi diferente em função da linhagem usada: TA97a – ICR 191 acridina (20 
ng/placa) (2-metoxi-6-cloro-9-(3-(2-cloroetila) aminopropilamino) acridina 
. 2HCl); TA98– 
4-nitrofenilenodiamina (20 
g/placa);  TA100 - azida de sódio (20 g/placa);  TA102  - 
mitomicina C (20 ng/placa). 
Durante o período de pré-incubação, o meio top ágar, composto por 0,6% de ágar e 
0,5% de cloreto de sódio foi fundido em microondas (650 watts) por 1,50 minuto e à este foi 
adicionado 10% da solução de histidina-biotina 0,5mM (D-biotina 0,012% e L-histidina 
0,0096%). O meio pronto foi mantido em banho maria a 37ºC até ser usado. 
Após a pré-incubação, 2mL do meio top ágar foi imediatamente adicionado ao tubo 
contendo o extrato e a suspensão bacteriana, em meio estéril. O tubo foi tampado, agitado 
com o auxílio de vortex-mixer e seu conteúdo foi vertido imediatamente sobre a placa, 
previamente identificada por uma etiqueta, contendo o meio de Vogel Bonner endurecido. O 
processo foi repetido para cada tubo, sendo três repetições de cada concentração de extrato e 
dos controles. As placas foram deixadas resfriar em temperatura ambiente para endurecimento 
do meio top ágar e então incubadas a 37ºC por 48 horas, viradas para baixo. O ensaio foi 
realizado em duplicata em dias diferentes. 
Durante a realização do teste o procedimento foi repetido, visando a avaliação das 
características da linhagem usada no teste. Nesse caso, são misturados a mesma suspensão 
bacteriana com o meio top ágar, nas mesmas quantidades. A mistura é colocada sobre a placa 
de petri contendo o meio nutritivo endurecido. Foram feitas duas placas por linhagem 
bacteriana. No centro de uma das placas foi colocado um disco de antibiograma estéril 
impregnado com 5
l de solução de cristal violeta (1g/L), a fim de testar a permeabilidade 
bacteriana. A formação de um halo de inibição (aproximadamente 14 mm de diâmetro) em 
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torno do disco após incubação de 24 horas, indica a presença da mutação rfa que permite a 
entrada de moléculas grandes como o cristal violeta e a conseqüente morte da bactéria. Cepas 
bacterianas wild-type não são inibidas pelo cristal violeta pois este não é capaz de penetrar na 
célula. A outra placa foi aberta e teve metade da superfície coberta por papel alumínio. Em 
seguida, a parte não coberta foi submetida à radiação UVB por 10 segundos. O papel alumínio 
foi retirado e a placa foi novamente fechada. As linhagens contendo a deleção uvrB (TA97a, 
TA98 e TA100) crescem apenas na região não irradiada por UVB, demonstrando assim a 
sensibilidade à luz UV relacionada à essa mutação. Tal sensibilidade não é observada na 
linhagem TA102. Os resultados foram analisados após incubação das placas viradas para 
baixo por 24 horas a 37ºC. 
 
Teste com ativação metabólica - Assim como o descrito anteriormente para o teste 
dos cometas, o teste de Ames  foi realizado também com ativação metabólica exógena usando 
a fração S9 (IFFA-CREDO, França) oriunda do tratamento de um homogenato de fígado de 
rato. O “S9 mix” foi feito da mesma forma descrita previamente, contendo 4% de S9. Em um 
tubo plástico estéril foram misturados 0,1mL de “S9 mix”, 0,1mL de suspensão bacteriana e o 
volume desejado da solução mãe do extrato de C. chelidonioides. O controle negativo foi feito 
usando o “S9 mix” adicionado à suspensão bacteriana sem a adição do extrato e o positivo 
usando benzo(
)pireno, sendo 0,5g/placa para as linhagens TA97a, TA98 e TA100 e 1,0 
g/placa para TA102. Nesse caso foi feito ainda um teste de esterilidade do “S9 mix”, 
seguindo o mesmo protocolo, sem a adição de suspensão bacteriana ou extrato. As placas 
foram incubadas a 37ºC por 48 horas, viradas para baixo. O ensaio foi realizado em duplicata 
em dias diferentes. 
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Interpretação dos resultados - Após a incubação a 37ºC por 48 horas as colônias 
mutantes formadas em cada placa foram contadas. Os resultados foram expressos pela média 
de colônias mutantes por placa, para cada concentração de extrato testada, e a seguinte razão 
foi determinada: 
Número médio de revertentes por placa em presença do extrato de C. chelidonioides
 
Número médio de revertentes por placa sem o extrato de C. chelidonioides 
 
Segundo o protocolo, a substância testada é considerada mutagênica quando é capaz 
de provocar um aumento no número de revertentes relacionado à concentração, para pelo 
menos três concentrações, sendo o maior deles igual ou superior à duas vezes (três vezes no 
caso de TA97a) o observado em comparação com o controle negativo. Os resultados são 
validados ao apresentarem reprodutibilidade em, pelo menos, dois ensaios independentes. 
 
2.4 Ensaios 
in vivo 
Além da execução dos testes in vitro, foi possível realizar também ensaios 
preliminares de avaliação de toxicologia in vivo, essenciais no processo de registro de novos 
medicamentos fitoterápicos, de acordo com a agência brasileira responsável, a ANVISA, na 
Resolução RE n° 90 (B
RASIL, 2004b). Os testes de toxicologia in vivo foram realizados pela 
equipe do Prof. Dr. Ronald Bastos Freire do Laboratório de Toxicologia Ambiental e 
Imunoparasitologia do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal Rural de 
Rio de Janeiro (UFRRJ), sendo todos os protocolos aprovados pelo “Comitê de Ética da 
UFRRJ”. 
Extratos vegetais - Ambos os testes in vivo foram realizados utilizando os extratos 
etanólicos de Calceolaria chelidonioides, de flores (EFL) e de folhas e flores (EFFL). Os 
extratos foram preparados conforme o descrito no item “Metodologia do Azul de Trypan em 
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Macrófagos e Linfócitos” e testados na maior concentração, 2mg/mL, em função da baixa 
citotoxidade evidenciada nos testes in vitro. 
2.4.1 Irritação Ocular 
Durante a avaliação das propriedades tóxicas de uma substância para uso como 
farmacêutico ou cosmético, a determinação das propriedades irritantes e/ou dos efeitos 
corrosivos sobre os olhos de mamíferos é de grande importância, pois indica os prováveis 
riscos à exposição dos olhos e conjuntivas. Quando as alterações sobre os olhos são 
reversíveis têm-se uma irritação ocular, quando esses efeitos são irreversíveis classifica-se 
como um efeito corrosivo (B
RITO, 1994) 
Foram utilizados coelhos (New Zealand) albinos machos jovens, pesando 2,0 Kg, 
mantidos em temperatura de aproximadamente (25 
 1)C, umidade de 60%, com dieta 
granulada para coelhos (PURINA, São Paulo, SP), verde (folhas de amoreira e cenouras) e 
água potável ad libitum. Vinte e quatro horas antes da administração da substância teste, os 
olhos foram examinados para que fossem excluídas as possibilidades de qualquer tipo de 
irritação, defeito ocular ou qualquer lesão prévia da córnea. Foram utilizados três animais para 
cada teste. Em cada animal, procedeu-se o teste em um dos olhos, sendo o outro, considerado 
como controle. 
 Os animais receberam, por instilação (conta gotas) 0,1 mL da solução dentro da 
bolsa conjuntival, com elevação da pálpebra inferior do globo ocular. Em seguida, as duas 
pálpebras foram mantidas unidas por, aproximadamente, 10 segundos, a fim de evitar a perda 
da substância. Os olhos foram examinados nos períodos de 24, 48 e 72 horas após a  
instilação. 
 Os resultados foram interpretados com base em um índice ilustrado de lesões 
córneas onde as mesmas foram classificadas e receberam valores numéricos de acordo com o 
seguinte perfil: não irritante (N = 0 de irritação); praticamente não irritante (PN= <2,5); 
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irritante mínima (M
1
= 2,5-15,0); ligeiramente irritante (M
2
 = 15,1-25,0); irritante moderada 
(M
3
= 25,1-50,0); severamente irritante (S= 50,1-80,0); extremamente irritante (E= 80,1-
100,0) e irritante máxima (M
x
= 100,1-110,0) (Foto 17) (LEHMAN, 1988; BRITO, 1994; DI 
PASQUALE & HAYES, 2001). 
 
Foto 17: Olho sadio (esquerda) e olho sob o efeito de um irritante máximo (direita) (BRITO, 1994). 
 
2.4.2 Irritação Cutânea Primária 
 O modelo de irritação primária utilizado foi proposto por Draize em 1944 e nele são 
baseados os guias de avaliação e sensibilização de produtos químicos e farmacêuticos dos 
principais órgãos internacionais, Center for Drug Evaluation and Research (CDER, 1999) 
ligado ao FDA e Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 1981). 
Foram utilizados coelhos albinos, mantidos em temperatura de aproximadamente 25 
 1C, 
umidade de 60%, com dieta granulada para coelhos (PURINA, São Paulo, SP), verde (folhas 
de amoreira e cenouras) e água potável ad libitum. Foram utilizados três animais para cada 
teste. Vinte e quatro horas antes da administração da substância teste foi feita a depilação dos 
pelos da região dorsal do tronco de cada um dos animais. Foram escolhidos 4 sítios de 
aplicação, dois dos quais foram submetidos à abrasão. Em cada animal, dois sítios foram 




PARTE EXPERIMENTAL 
  137
escolhidos para teste e dois para controle da reação dérmica. A dose utilizada foi de 0,5 mL 
por aplicação. 
Os extratos foram aplicados sobre uma pequena superfície da pele (6 cm
2
 de área) e 
cobertos por compressas de gaze, fixada com esparadrapo hipoalergênico (utilizado em 
cirurgia plástica) e fixadas com fita crepe. Após 4 horas, as compressas foram retiradas e as 
regiões lavadas com água bi-destilada (a fim de eliminar resíduos). Procederam-se, então, as 
observações 60 minutos, 24 e 72 horas após a retirada das bandagens. Os extratos foram 
classificados como: não irritantes (0,0 – 1,0), irritantes moderados (1,1-2,0), irritantes graves 
(2,1-3,0) e corrosivos (3,1-4,0) (D
RAIZE, 1965; MAZULLI & MAIBACH, 1977; LEHMAN, 1988; 
BRITO, 1994). 
 
A classificação seguiu a identificação de formação de eritemas e escaras (FEE) ou 
aos valores de formação de edemas (FE) (D
RAIZE, 1965; BRITO, 1994): 
 
Formação de eritemas e escaras 
Sem eritema ------------------------------------------------------------------------------ --------0 
Eritema leve (perceptível)-------------------------------------------------------------- --------1 
Eritema bem definido ------------------------------------------------------------------- -------2 
Eritema moderado a grave ------------------------------------------------------------- -------3 
Eritema grave (vermelho-violeta com escaras) ------------------------------------ -------4 
 
Formação de edemas 
Sem edema --------------------------------------------------------------------------------------- 0 
Edema leve (perceptível)----------------------------------------------------------------------- 1 
Edema bem definido (bordas menores que 1 mm) --------------------------------------- 2 
Edema moderado (bordas de 1 mm) ---------------------------------------------------------3 
Edema grave (bordas com mais de 1 mm e não restrito ao local de aplicação) ---- 4 
 




[image: alt]PARTE EXPERIMENTAL 
  138
3 Ensaios Farmacológicos 
3.1 Atividade Antioxidante 
in vitro 
3.1.1 Método Químico do DPPH 
Essa atividade foi realizada no laboratório do Prof. Dr. Fábio de Sousa Menezes da 
Faculdade de Farmácia da UFRJ, pelo método fotocolorimétrico do radical livre estável 
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) (M
ENSOR et al., 2001) (Figura 14) na concentração de 0,3 
mM em etanol. Um mililitro dessa solução foi adicionado a 2,5 mL de uma solução do extrato 
em etanol nas concentrações de 250, 125, 50, 25, 10 e 5
g/mL. Foram testados os extratos 
etanólicos de flores (EFL), folhas (EFO), caules (EC), raízes (ER) e folhas com flores 
(EFFL). A reação transcorreu em temperatura ambiente por 30 min (Figura 15) e em seguida 
a absorbância foi lida em 518 nm. O branco foi feito adicionando-se 1 mL de etanol a 2,5 mL 
de amostra. Para o controle usou-se a mistura de 1 mL da solução de DPPH com 2,5 mL de 
etanol. Dessa forma foi obtida a atividade antioxidante percentual para o extrato e a 
concentração efetiva 50% para obter um efeito máximo estimado em 100% (CE
50
). Como 
controle positivo foi utilizado o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761

), 
reconhecido por sua elevada atividade antioxidante. 
 
 
 
 
 
Figura 14: Estrutura do DPPH. 
    Figura 15: Descoramento da solução de extrato após 30 min de reação. 
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3.1.2 Ensaio com 
Saccharomyces cereviseae 
O estudo da atividade antioxidante em células de Saccharomyces cereviseae foi 
realizado no Laboratório de Investigação de Fatores de Estresse no Departamento de 
Bioquímica, Instituto de Química (UFRJ) sob a supervisão da Profa. Dra. Elis Eleutério. 
O extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides foi avaliado 
quanto a sua capacidade de proteger as células eucariotas de Saccharomyces cereviseae dos 
danos oxidativos causados pelas ações do peróxido de hidrogênio e da menadiona. 
Cultura de células - A cepa de Saccharomyces cereviseae BY4741 (MATa; his3

1; 
leu2

0; met15

0; ura3

0) usada no experimento in vivo foi adquirida da Euroscarf, 
Alemanha. Estoques dessa cepa foram mantidos em meio sólido YPD 2% (1% de extrato de 
levedo, 2% de glicose, 2% de peptona e 2% de ágar) em condições apropriadas para evitar 
petites ou supressores. As células cresceram até a 1ª fase exponencial (1,0 mg peso seco/mL) 
em meio de cultura líquido YPD 2%. Os inóculos permaneceram em agitação, em um shaker 
orbital a 28°C e 160 rpm com a proporção de volume do frasco:meio de 5:1. A avaliação do 
crescimento celular foi determinada através da medida de absorbância em 570 nm de uma 
suspensão de células convertida em massa de célula (em mg de peso seco de células/mL). O 
fator de conversão em peso seco foi calculado a partir da filtração de um volume adequado da 
suspensão de células em filtro Millipore (0,45 
m), que, posteriormente, foi posto em estufa 
a 80
o
C até atingir o peso constante. 
Avaliação da citotoxidade do extrato – Inicialmente, realizou-se um estudo prévio 
de citotoxidade do extrato frente à Saccharomyces cereviseae. Para tal, as células foram 
coletadas por centrifugação e ressuspensas em tampão fosfato de sódio, pH 6,0. Cultivos 
contendo 1 mg peso seco/mL de células foram tratadas com o extrato nas concentrações de 2, 
5, 10 e 15 mg/mL, incubadas por 1 hora a 28ºC e 160 rpm e então plaqueadas em meio YPD 
2% sólido. Foi feito um controle com células sem nenhum tratamento. As placas foram 
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incubadas a 28°C por 48 horas. Após a incubação as placas foram observadas e fotografadas 
(G
OMES et al., 2002). O teste foi realizado em duplicata. 
Avaliação da atividade antioxidante do extrato - As células foram coletadas por 
centrifugação e ressuspensas em tampão fosfato de sódio, pH 6,0. Cultivos contendo 1 mg 
peso seco/mL de células foram tratados com 2, 5, 10 e 15 mg/mL de extrato, por 1h a 28ºC e 
160 rpm. A seguir, as células foram expostas a 3 mM de peróxido de hidrogênio e a 30 mM 
de menadiona por mais 1h a 28ºC e 160 rpm, em ausência de luz para evitar degradação do 
peróxido, e então plaqueadas em meio YPD 2% sólido. As placas foram incubadas a 28°C por 
48 horas, e, após o período de incubação foram observadas e fotografadas, conforme ocorrido 
na avaliação da citotoxidade. O controle positivo foi realizado submetendo as células somente 
ao tratamento com as substâncias oxidantes peróxido de hidrogênio (3mM) e menadiona 
(30mM). O teste foi realizado em triplicata. 
3.2 Atividade Antimicrobiana 
Esse ensaio foi realizado em colaboração com a equipe das Prof
as
. Dr
as
. Celuta Sales 
Alviano e Daniela Sales Alviano, do Departamento de Microbiologia Professor Paulo de Góes 
da UFRJ. Os extratos etanólicos de flores (EFL), folhas (EFO), caules (EC), raízes (ER) e 
folhas com flores (EFFL) e as partições em hexano (HFL), em diclorometano (DFL) e em 
acetato de etila das flores (AEFL) e a partição em acetato de etila dos caules (AEC) de 
Calceolaria chelidonioides foram testados frente às cepas de fungos: Candida albicans 
Sorotipo B ATCC 36802, Cryptococcus neoformans T
1
-444 Sorotipo A (Universidade 
Federal de São Paulo, UNIFESP-SP), Trichophyton rubrum T544, Fonsecaea pedrosoi 5VPL 
(coleção de fungos do Hospital Clementino Fraga Filho da UFRJ); e bactérias: 
Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393) (Hospital Clementino Fraga Filho da UFRJ) e 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. 
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Foi usada a metodologia de difusão em ágar onde aplica-se o extrato a ser testado 
diretamente no meio previamente inoculado com o microrganismo, sem a utilização de discos 
estéreis (H
ILI  et al., 1997). Foi feito um screening em concentração saturante de extrato, 
buscando identificar alguma atividade. Os extratos foram solubilizados em 500 µl do solvente 
original e diluidos em 500 µl de água destilada para obtenção de uma concentração final de 50 
mg/ml. O controle foi feito com anfotericina B (1 mg/mL) para os fungos e vancomicina (1 
mg/mL) para as bactérias. As placas foram incubadas a 37°C durante 24h a 7 dias, variando 
em função do microrganismo testado. Após esse período o diâmetro do halo de inibição foi 
medido com régua, em centímetros. A formação do halo de inibição no local onde foi aplicada 
a amostra indica a sensibilidade do microrganismo ao mesmo, sendo passível de ocorrer 
resultados atípicos principalmente em testes com microrganismos mutantes ou resistentes. 
Neste caso, é observado um halo de inibição mas com a presença de algumas colônias na 
região; a isto se dá o nome de pseudo-halo (F
ALCÃO, 2003). Os testes foram feitos em 
duplicata. 
 
3.3 Atividade Inibitória sobre os vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 
A atividade inibitória dos diferentes extratos de Calceolaria chelidonioides foi 
avaliada sobre estirpes de vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 resistentes ao aciclovir no 
Laboratório Experimental de Drogas Antivirais e Citotóxicas (LEDAC), do Departamento de 
Virologia do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, da UFRJ, sob supervisão da 
Profª. Dr
a
.Maria Teresa Villela Romanos. 
Células e Vírus – As células Vero (fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus 
aethiops) usadas como sistema hospedeiro foram crescidas em meio mínimo essencial de 
Eagle (MEM) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50 
g/mL de garamicina, 2,5 g/mL 
de fungizona, solução de bicarbonato de sódio a 0,25%, HEPES 10mM e 10% de soro fetal 
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bovino (SFB) (meio de crescimento) e sem SFB (meio de manutenção). As culturas de células 
foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO
2
. 
As amostras de HSV-1 e HSV-2 resistentes ao aciclovir, isoladas a partir do fluido de 
vesículas características de herpes labial e genital, respectivamente, pertencem à coleção do 
LEDAC (Laboratório Experimental de Drogas Antivirais e Citotóxicas) do Departamento de 
Virologia do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da UFRJ. 
 
Titulação do vírus - A titulação viral foi realizada para se estabelecer a TCID
50
 
(concentração capaz de produzir o efeito citopático em 50% das culturas de células), de 
acordo com o cálculo estabelecido por Reed & Müench (1938). 
Foram realizadas diluições logarítmicas decimais (10
-1 
até 10
-7
) das suspensões 
virais, utilizando-se o meio de manutenção celular (MEM sem SFB) como diluente. Cada 
diluição foi inoculada em monocamadas de células confluentes (microplaca com 96 poços), 
após a substituição do meio de crescimento pelo de manutenção. As células inoculadas foram 
incubadas a 37
o
C por 48 horas. 
 
Preparo das amostras – Foram testados os extratos etanólicos das folhas (EF), das 
flores (EFL) e dos caules (EC) e as partições em hexano das folhas (HF), das flores (HFL) e 
dos caules (HC); em diclorometano das folhas (DF), das flores (DFL) e dos caules (DC); em 
acetato de etila das folhas (AEF), das flores (AEFL) e dos caules (AEC) e em n-butanol das 
folhas (BF), das flores (BFL), dos caules (BC) e o verbascosídeo isolado das flores (EFL) de 
Calceolaria chelidonioides. Os extratos foram pesados em balança analítica, solubilizados em 
DMSO, ressuspendidos em água destilada até a concentração de 400 
g/mL, filtrados em 
membrana millipore (0,22 
m), aliquotados e conservados a temperatura de –20ºC ao abrigo 
da luz. 
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Avaliação da toxidade dos extratos - Para a avaliação da atividade antiviral de uma 
substância, é necessária a determinação da sua toxidade para os sistemas hospedeiros 
empregados. A citotoxidade pode ser determinada baseando-se na alteração morfológica e na 
viabilidade celular (D
E CLERCQ et al., 1980). 
 
Observação da alteração morfológica celular - Os diferentes extratos, partições e a 
substância isolada de Calceolaria chelidonioides foram submetidos a diluições seriadas, a 
partir de 200 
g/mL, com fator de diluição de 2, utilizando-se MEM sem SFB como diluente, 
e colocados em contato com as monocamadas de células confluentes. A seguir, as células 
foram incubadas a 37
o
C por 48h, sendo examinadas diariamente ao microscópio óptico 
invertido e comparadas com o controle. O efeito citotóxico foi detectado pelo aparecimento 
de células redondas, vacúolos e/ou descolamento da monocamada da superfície suporte 
(R
ODRIGUEZ et al., 1990). A maior concentração da substância em que não houve efeito 
citotóxico, foi denominada de concentração máxima não tóxica (CMNT) e utilizada nos 
estudos antivirais. 
 
Verificação da viabilidade celular - A citotoxidade dos extratos foi determinada 
através da técnica dye-uptake (N
EYNDORFF  et al., 1990), com pequenas modificações. A 
técnica consiste na incorporação do corante vermelho neutro pelas células vivas e sua 
posterior quantificação por leitura em espectrofotômetro, em comprimento de onda de 492 
nm. A percentagem de células viáveis foi calculada pela fórmula: 
 
Viabilidade (%) = __[(densidade óptica da droga) – (densidade óptica do controle)]___
 x 100 
[(densidade óptica do vermelho neutro) – (densidade óptica do controle)] 
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Sendo possível, a partir daí, determinar a concentração citotóxica para 50% das 
culturas de células (CC
50
) através de um gráfico, e, em seguida, cálcular o índice terapêutico 
(IT), que é a razão entre a concentração citotóxica 50% (CC
50
) e a concentração efetiva 50% 
(CE
50
). 
Avaliação da atividade antiviral - As suspensões virais foram diluídas na 
proporção 10
-1
, 10
-2
 até 10
-7
 sendo inoculados 10 L de cada diluição em microplacas com 
cultura de células (6 poços/diluição) na presença das amostras a serem testadas e meio de 
cultura, usado como controle. Inicialmente foi realizada uma triagem da atividade antiviral 
dos extratos utilizando-se a concentração máxima não tóxica (CMNT) previamente 
determinada. 
Depois de inoculadas, as células foram incubadas por 48 horas a 37ºC em ambiente 
com 5% de CO
2
. Ao final desse período as células foram observadas em microscópio óptico 
invertido buscando-se identificar o efeito citopático (CPE) e os títulos dos vírus foram 
determinados, com base no método estatístico de Reed & Müench (1938). 
O grau de atividade antiviral foi expresso em percentagem de inibição (PI) e 
calculado empregando a fórmula proposta por Nishimura e colaboradores
 (1977): 
 
 
Onde T representa as unidades infecciosas na cultura de células tratadas com a 
substância e C as unidades infecciosas na cultura de células não tratadas (controle). 
Cinética de inibição viral - Os extratos que apresentaram uma percentagem de 
inibição viral significativa na CMNT foram diluídos a partir desta concentração e, novamente 
reavaliados segundo a metodologia anterior (redução do título viral). Os títulos dos vírus em 
cada concentração de cada extrato foram determinados e, através de um gráfico concentração 
x percentual de inibição, foi possível determinar a CE
50
. 
PI = [1- (antilog T/antilog C)] X 100 
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Estudo dos mecanismos de ação - Foi realizado o estudo dos mecanismos de ação 
do extrato que apresentou melhores resultados de cinética de inibição viral. O mecanismo de 
ação do extrato sobre o vírus é feito avaliando-se diferentes aspectos: a atividade extracelular, 
o efeito virucida propriamente dito, a ação do extrato sobre os receptores celulares para o 
vírus, durante a sua penetração e, finalmente, sua atividade no interior da célula viral. 
Determinação da inibição do vírus extracelularmente (efeito virucida) – A 
determinação do efeito virucida foi realizada utilizando o método de Chen e colaboradores 
(1988) com modificação (W
IGG, 1991) para verificar se o extrato seria capaz de inativar o 
vírus antes da infecção da célula. 
Em um volume de 900 
L do extrato na CMNT, foram adicionados 100 L de 
suspensão de vírus. A mistura foi incubada a 37°C por 2 horas, sendo agitada a cada 20 
minutos. Da mesma forma, uma suspensão do mesmo vírus ficou em contato apenas com 
MEM sem SFB (controle de vírus). Em seguida, os títulos residuais das misturas de vírus 
foram determinados utilizando-se células Vero cultivadas em microplacas. Para isso, os tubos 
com os testes e controle após incubação, foram diluídos em escala logarítmica decimal (10
-1
 
até 10
-7
), sendo inoculados 10 L por cavidade.
As microplacas foram incubadas a 37ºC por 48 horas em atmosfera de 5% de CO
2
, 
sendo então observadas ao microscópio óptico invertido para análise do CPE. A atividade 
antiviral foi calculada como o descrito no item “redução do título viral”. 
Determinação da ação dos extratos sobre receptores celulares - As monocamadas 
de células foram cultivadas em microplacas de 96 poços e, posteriormente, tratadas com os 
extratos na CMNT e incubadas a 4
o
C por 1 hora. Após a incubação, foram lavadas três vezes 
com meio de cultura gelado, inoculadas com diluições logarítmicas decimais de vírus (10
-1 
a 
10
-7
) e novamente incubadas a 4
o
C por 1hora. Terminado o tempo, as placas foram lavadas 
novamente com meio de cultura gelado (4
o
C) para remoção das partículas virais não 
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adsorvidas. Finalmente as placas foram incubadas a 37
o
C por 48h e posteriormente 
observadas ao microscópio invertido para análise do CPE. A atividade antiviral foi calculada 
como o descrito no item “redução do título viral”. 
Determinação da ação dos extratos durante a penetração viral - As 
monocamadas de células foram inoculadas com a suspensão viral durante 1 hora a 4ºC, para 
que houvesse adsorção. Após esse período, a placa foi lavada três vezes com meio de cultura 
gelado (4
o
C) para retirar as partículas não adsorvidas. A seguir, foram adicionadas as 
substâncias nas respectivas CMNT e a placa foi incubada a 37
o
C por 1h. Terminada a 
incubação, o sobrenadante foi desprezado, as células lavadas com meio de cultura e 
novamente incubadas a 37
o
C por 48 horas em MEM sem SFB. As células foram observadas 
ao microscópio óptico invertido para análise do CPE. A atividade antiviral foi calculada como 
o descrito no item “redução do título viral”. 
Atividade intracelular - As monocamadas de células foram inoculadas com 
diluições logarítmicas decimais da suspensão viral e incubadas a 37ºC por 2h. A seguir, o 
meio de cultura foi substituído pelos extratos na CMNT e as células incubadas por 16 horas a 
37ºC. Após esse tempo, as células foram novamente lavadas e a incubação prosseguiu até 
completar 48 horas em MEM sem SFB. Os títulos virais, tanto do controle quanto do teste, 
foram aferidos e a atividade intracelular foi calculada como o descrito no item “redução do 
título viral”. 
3.4 Análise Estatística 
Os testes farmacológicos foram realizados no mínimo em triplicata, e os dados 
obtidos foram avaliados por métodos ANOVA, seguidos pelo teste de Tukey. Foram 
considerados estatisticamente significativos os resultados cujos valores de p foram < 0,05 
(95%). 
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4 Tecnologia Farmacêutica 
Esses testes foram realizados no Laboratoire de Technique Pharmaceutique 
Industrielle (Laboratório de Farmacotécnica Industrial) da Faculté de Pharmacie (Faculdade 
de Farmácia) da Université de Montpellier I (Universidade de Montpellier I) na cidade de 
Montpellier – França, sob a supervisão da Profa. Dra. Françoise Nielloud. 
Essa etapa do trabalho visou o desenvolvimento de formulações tópicas adequadas 
para a incorporação do extrato selecionado em função do interesse terapêutico e, em seguida, 
a avaliação do seu potencial de penetração cutânea em modelo in vitro. 
 
4.1 Formulação 
4.1.1 Material e Métodos 
4.1.1.1 Matérias Primas 
 
Fase aquosa – Em todos os ensaios de formulação foi utilizada água destilada com 
pH igual a 5,5 ± 0,2.  
 
Solventes – Os solventes utilizados são de diferentes origens e características, todos 
reconhecidos para o uso em produtos farmacêuticos por diversos órgãos reguladores (Tabela 
IX). 
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Tabela IX: Solventes testados com o extrato etanólico de Calceolaria chelidonioides. 
Nome comercial  Nome Químico  Fornecedor  Características 
Órgãos 
Reguladores 
Ondina 68
®
  Óleo de parafina  Shell 
Óleo mineral, 
emoliente. 
USP/NF, EP e 
BP 
Óleo de rícino  Óleo de rícino  Cooper 
Óleo vegetal, 
emoliente. 
USP/NF, EP, 
BP e JP 
Óleo de girassol  Óleo de girassol 
Alban Muller 
International 
Óleo vegetal, 
emoliente, 
carreador de 
princípios 
ativos, diluente 
e emulsionante. 
BP 
Cetiol S
®
 Dioctilcicloexano Cognis 
Agente 
emoliente 
EP 
Eutanol G
®
 Octildodecanol Cognis 
Agente 
emoliente, 
lubrificante, 
bom carreador 
de princípios 
ativos em 
soluções 
oleosas. 
GP 
M.O.D.
®
 
Miristato de 
octildodecila 
Gattefossé Emoliente  JPED 
Transcutol P
®
 
Etilato de 
dietilenoglicol 
Gattefossé 
Solvente 
sintético 
USP/NF e EP 
Labrafil M 2125 CS
®
 
 
PEG-6 ésteres de 
óleo de milho 
Gattefossé 
Óleo 
hidrofílico, 
solvente, co-
surfactante, 
veículo em 
dispersões 
oleosas. 
USP/NF, FP, JP 
e EP 
L.A.S.
®
 
PEG-8 de 
glicerídeos 
caprílico/cáprico 
Gattefossé 
Surfactante 
oleoso líquido 
de alto poder 
solubilizante 
USP/NF e EP 
Fontes: (ASH & ASH, 1995; TOPICAL EXCIPIENTS, 2004). 
Órgãos reguladores: BP – Farmacopéia Britânica, EP – Farmacopéia Européia, FP – Farmacopéia Francesa, GP 
– Farmacopéia Alemã, JP – Farmacopéia Japonesa, JPED – Diretório de Excipientes Faramacêuticos Japonês, 
USP/NF – Farmacopéia Americana/Formulário Nacional. 
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Agentes de superfície – A escolha dos agentes emulsionantes da formulação é, de 
certa forma, complexa pois existe atualmente no mercado um grande número de opções. Para 
a formulação da nanoemulsão contendo o extrato etanólico de flores (EFL) de C. 
chelidonioides optou-se por trabalhar com a associação de uma dupla de emulsionantes não 
iônicos, sendo um do tipo hidrofílico e o outro lipofílico (Tabela X). 
 
 
Tabela X: Surfactantes testados para a elaboração da nanoemulsão segundo a metodologia do E.H.L. crítico. 
 
Grupo 
Nome 
comercial 
Nome Químico  Fornecedor Características 
Órgãos 
reguladores
E.H.L.
Dehymuls 
SMS
®
 
Monoestearato de 
Sorbitano 
Cognis 
Emulsionante 
lipofílico 
USP/NF, 
BP 
4,7 
A 
Eumulgin 
SMS 20
®
 
Sorbitanomonoestearato 
de polioxietileno 20 
Henkel 
Emulsionante 
hidrofílico 
GP  14,9 
Brij 72
®
  PEG-2 éter de estearila  Uniqema 
Emulsionante 
lipofílico 
FDA 4,9 
B 
Brij 78
®
 
PEG-20 éter de 
estearila 
Uniqema 
Emulsionante 
hidrofílico 
FDA 15,3 
Dehymuls 
SMO
®
 
Oleato de sorbitano  Cognis 
Emulsionante 
lipofílico 
USP/NF, 
BP 
4,3 
C 
Eumulgin 
SMO 20
®
 
PEG-20 oleato de 
sorbitano 
Henkel 
Emulsionante 
hidrofílico 
USP/NF, 
BP, EP, GP.
15,0 
Brij 92
®
  PEG-2 éter de oleíla  Uniqema 
Emulsionante 
lipofílico 
USP/NF 4,9 
D 
Brij 96
®
  PEG-10 éter de oleíla  Uniqema 
Emulsionante 
hidrofílico 
USP/NF 12,4 
Fontes: (ASH & ASH, 1995). 
Órgãos reguladores: BP – Farmacopéia Britânica, EP – Farmacopéia Européia, GP – Farmacopéia Alemã, 
USP/NF – Farmacopéia Americana/Formulário Nacional, FDA – Food and drug administration. 
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Para a formulação da microemulsão a dupla L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico (Tabela 
XI) foi testada baseado em resultados anteriores obtidos pela equipe da Prof
a
. Dr
a
.Françoise 
Nielloud no Laboratoire de Technique Pharmaceutique Industrielle da Faculté de Pharmacie 
da Université de Montpellier I . 
 
Tabela XI: Agentes de superfície usados na microemulsão. 
Nome comercial  Nome Químico  Fornecedor  Características 
Órgãos 
reguladores 
L.A.S.
®
 
PEG-8 de 
glicerídeos 
caprílico/cáprico 
Gattefossé 
Surfactante 
oleoso líquido 
de alto poder 
solubilizante 
USP/NF e EP 
Plurol
®
 
diisoesteárico 
Diisoestearato-3-
poliglicerila 
Gattefossé 
Emulsionante 
não iônico 
água/óleo 
USP/NF 
 
Agente espessante – Para aumentar a viscosidade da nanoemulsão foram testados 
espessantes de fase graxa, álcool cetoestearílico (Prolabo - França) e monoestearato de 
glicerol (Prolabo - França), e de fase aquosa (gelifiante), polímeros de acrilato (Salcare 
SC80
®
, Ciba - Suiça). 
4.1.1.2 Metodologia 
4.1.1.2.1 Teste de Compatibilidade do Extrato Etanólico de Flores de 
Calceolaria 
chelidonioides
 
 Foram realizados diferentes testes com o intuito de identificar a compatibilidade do 
extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides com água destilada e diversos 
solventes, todos reconhecidos para o uso em produtos farmacêuticos (Tabela IX). O extrato 
foi pesado em tubos de 5mL e adicionado o solvente a ser testado, na concentração final de 
20mg/mL. A mistura foi agitada em vortex-mixer por 1 minuto e, em seguida, levado ao ultra-
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som para completa solubilização por até 15 minutos conforme a evolução de cada um. Após 
esse período foi considerado que não haveria maior modificação na solubilização do extrato. 
Todos os tubos foram lacrados e mantidos em repouso por 24 horas para observação da 
estabilidade do material. 
 
4.1.1.2.2 Formulação da Nanoemulsão 
A escolha da dupla de tensoativos foi feita segundo a metodologia do E.H.L. crítico 
(Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo) buscando definir a identidade dos agentes emulsionantes e sua 
proporção na formação de emulsões mais estáveis o possível. Foram testadas quatro duplas 
diferentes de surfactantes (Tabela X) na concentração final de 5%, todos aprovados para uso 
em produtos farmacêuticos, fazendo-se variar a proporção destes da seguinte forma: 1:4, 2:3, 
3:2 e 4:1. Foram feitos 200g de cada emulsão, sendo, a fase lipofílica o óleo de parafina 
(20%) e a fase aquosa a água destilada (75%). O valor do E.H.L. das emulsões manipuladas 
foi calculado segundo a fórmula: 
 
E.H.L. emulsão = E.H.L.(a) x quantidade(a) + E.H.L.(b) x quantidade(b)
 
quantidade(a) + quantidade(b) 
 
Após analisar todas as emulsões, caracterizá-las segundo os critérios do controle de 
estabilidade (descritos adiante) e calcular o E.H.L., foi possível definir a melhor de cada 
grupo. Foram então feitas novas emulsões, mantendo as concentrações iniciais das fases 
aquosa e lipofílica, mas variando novamente a proporção dos tensoativos, buscando emulsões 
mais estáveis, com partículas dispersas de tamanhos menores. 
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Em seguida, em função dos resultados obtidos, optou-se por trabalhar as melhores 
emulsões obtidas com o auxilio do diagrama ternário. A razão tensoativo/cotensoativo 
identificada pela metodologia do E.H.L. crítico foi mantida, fazendo-se variar a proporção de 
tensoativo:água:óleo em busca da zona de nanoemulsão, fase isotrópica L
1
, usando a 
concentração máxima de 15% de tensoativos, com o intuito de evitar que entrasse na zona de 
microemulsão. 
Adição de agente solvente – Após ter sido definida a fórmula base, foi feito um 
teste adicionando um agente solvente, o Transcutol
®
 (etilato de dietilenoglicol), a 5% na fase 
aquosa. Tal seleção se deu uma vez que o Transcutol
® 
mostrou ser o segundo melhor solvente 
do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides usado como ativo. Esse ensaio 
visou, portanto, aumentar o máximo possível a concentração de extrato veiculada na 
formulação. A emulsão contendo o agente solvente teve sua estabilidade controlada segundo o 
protocolo descrito. 
Incorporação do extrato etanólico de flores de 
Calceolaria chelidonioides - A 
quantidade de extrato a ser incorporada à formulação foi calculada em função da sua 
solubilidade na fase lipofílica (30 mg/mL), óleo de parafina, e, respectivamente, sua 
concentração na emulsão (17,5%). Definiu-se dessa forma que a concentração de extrato 
seria 0,5%. Foram então manipuladas as nanoemulsões com diferentes concentrações de 
extrato (0,5, 1, 5, 10 e 20%) a fim de identificar a maior concentração de ativo passível de ser 
emulsionada. 
Agente espessante – O último passo no processo de formulação da nanoemulsão 
contendo o extrato de C. chelidonioides foi a escolha do agente espessante, buscando 
aumentar sua viscosidade, a fim de propor um creme de uso vaginal. Para tal, foram testados 
espessantes de fase aquosa (gelifiante) e graxa, em diferentes concentrações, como mostra a 
tabela abaixo (Tabela XII). 
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Tabela XII: Espessantes usados na formulação da nanoemulsão e as concentrações testadas. 
 
Espessante Nome Químico Fase 
Concentrações 
testadas 
Álcool 
cetoestearílico 
Álcool 
cetoestearílico 
Graxa 
3 % 
4 % 
5 % 
Monoestearato 
de glicerol 
Monoestearato de 
glicerol 
Graxa 3 % 
1 % 
2 % 
Salcare SC80
®
  Polímeros de acrilato  Aquosa
3 % 
 
A formulação final levou ainda a adição de conservantes clássicos, de fase aquosa e 
oleosa, respectivamente, propilparabeno sódico (Nipagin
®
) e paraoxibenzoato de propila 
(Nipazol
®
). 
Protocolo – As nanoemulsões foram manipuladas seguindo o protocolo normal de 
emulsões. As fases aquosa e oleosa (onde foi também adicionada a mistura dos tensoativos) 
foram pesadas separadamente, em diferentes bechers de alumínio, e aquecidas em placa 
elétrica até 75ºC sob agitação manual. Ao atingir a temperatura desejada, a fase oleosa foi 
colocada sob agitação mecânica usando agitador com hélice de quatro palhetas do tipo 
Turbotest 33/300 (Rayneri - França) com velocidade de 400 voltas/min. Em seguida, a fase 
aquosa foi delicadamente vertida, durante 30 segundos, sobre a fase oleosa em agitação. A 
emulsão permaneceu em agitação em temperatura ambiente por 10 minutos e, então, foi 
colocado banho de água fria, deixando sob agitação por mais 10 minutos. Ao término da 
manipulação a emulsão foi acondicionada em frasco de vidro de 500g, devidamente 
identificado e mantido em temperatura ambiente. Uma amostra do produto foi retirada e 
colocada em frasco de vidro de 30g, sendo identificado e colocado em estufa a 50ºC para os 
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testes de estabilidade. O extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides quando 
incorporado foi adicionado à fase oleosa, antes do aquecimento. 
4.1.1.2.3 Formulação da Microemulsão 
Baseado em resultados anteriores obtidos pela equipe da Prof
a
. Dr
a
. Françoise 
Nielloud com óleo de parafina e diferentes duplas de tensoativos/ cotensoativos, buscando 
identificar a zona de microemulsão pela metodologia do diagrama ternário, observou-se que a 
dupla L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico (Tabela XI), levaria à formação de microemulsões 
capazes de emulsionar grandes quantidades de óleo. Foram então testadas diferentes 
proporções (1, 1,25 e 1,5) dessa dupla, seguindo a metodologia do diagrama ternário e 
buscando a zona de microemulsão, fase isotrópica, onde pudesse ser trabalhada a menor 
concentração de tensoativos o possível, com a maior de óleo de parafina, a fim de veicular o 
máximo o possível de extrato. 
Protocolo – A manipulação das microemulsões base foi feita seguindo o protocolo 
normal desse tipo de emulsão, em ambiente de temperatura (25ºC) e umidade controlados 
(50%) , a fim de minimizar a interferência de parâmetros externos à formulação. Os agentes 
de superfície foram pesados em quantidades superiores às necessárias, mantendo a proporção 
tensoativo/cotensoativo (TA/CoTA) desejada e misturados sob agitação magnética. Em 
seguida, a quantidade necessária da mistura TA/CoTA foi pesada, separadamente, e 
adicionado o óleo de parafina, sendo misturados novamente sob agitação magnética, obtendo-
se assim uma mistura turva. À essa mistura foi então adicionada a água destilada, mantendo a 
agitação magnética, até a obtenção da microemulsão homogênea. A incorporação do extrato 
foi feita diretamente no óleo de parafina, até sua total solubilização. Em seguida, a mistura de 
óleo e extrato foi adicionada à mistura de tensoativos seguindo o protocolo descrito. 
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4.1.1.2.4 Controle de Estabilidade 
As emulsões foram avaliadas macro e microscopicamente, 1, 7, 15, 30 e 60 dias após 
sua manipulação. O controle de estabilidade das emulsões produzidas foi realizado seguindo 
formulário próprio onde são levados em conta diferentes fatores: 
a) número de fases da emulsão; 
b) aspecto macroscópico, como cor, opacidade, dentre outros; 
c) o sentido da emulsão, óleo/água ou água/óleo, medido com o auxílio de um 
condutímetro; 
d) viscosidade aparente; 
e) pH; 
f) estabilidade a alta temperatura. Neste caso, uma alíquota de 30g é colocada, após a 
manipulação, em estufa a 50°C. A alta temperatura é capaz de acelerar o processo de 
envelhecimento da emulsão, podendo-se prever dessa forma sua estabilidade em prateleira 
após menor tempo. No entanto, é descrito que esta pode agir tanto promovendo a 
desestabilização como a estabilização da mistura formada;
 
g) observação microscópica do aspecto e da textura da emulsão. A observação 
microscópica forneceu informações sobre a natureza e a homogeneidade das emulsões, a 
forma e o tamanho das partículas dispersas. Para tal foi usado um microscópio de luz 
polarizada Axiostrop (Zeiss – Alemanha), com aumento de 10x, identificando assim sua 
homogeneidade e, em seguida, com aumento de 40x, observando a forma e o tamanho das 
partículas. Esse tipo de análise é capaz de medir partículas da ordem de 
m de diâmetro. As 
nanoemulsões, formadas por partículas com diâmetro na casa do nanômetro mostra o 
chamado “vazio óptico”, ou seja, mostra-se transparente ao ser analisada por microscopia 
óptica, sendo necessária a análise por granulometria por espectroscopia de correlação de 
fótons. 




PARTE EXPERIMENTAL 
  156
h) granulometria por espectroscopia de correlação de fótons – difusão elástica e 
quasielástica da luz: 
Esse método é uma ferramenta de escolha para o estudo das emulsões capaz de 
fornecer informações como o diâmetro das partículas e sua dispersão no meio, apresentado na 
forma de coeficiente de dispersão (cm
2
/s). A difusão da luz é devido às flutuações da 
constante dielétrica do meio e, no caso de sistemas dispersos, essas modificações ocorrem 
graças, essencialmente, às mudanças de concentração das partículas em suspensão. As 
experiências estáticas de medida da intensidade difusa dão acesso às correlações espaciais 
dessas flutuações; as experiências dinâmicas (análise espectral da luz difusa) dá acesso à sua 
dinâmica de regressão. 
As medidas foram realizadas com o auxílio de um fotodifusômetro SEM-Classical 
(SEM-633) (SEMATech – França). Este aparelho opera no comprimento de onda de 632,8 
nm, utilizando como fonte de luz incidente um laser He-Ne de 3,5 mW, posicionado 
verticalmente, com ângulo de difusão de 90º, possibilitando evidenciar mudanças de 
conformação das moléculas difusas. As células de difusão cilíndricas são submersas em 
tolueno, usado como líquido corretor, onde é inserido o tubo de vidro contendo a solução de 
emulsão, diluída em água tridestilada,.a ser testada. O conjunto é mantido em temperatura 
constante a (20 ± 1)°C. As análises foram realizadas no tempo total de 200 segundos. O SEM-
Classical é acoplado a um correlator (SEM Real Time Granulometry - RTG) utilizando 12 
canais “Log-Log” correspondendo assim à 4096 canais. 
A medida da intensidade difusa fornece informações de ordem ponderal, inter-
reacional e geométrica das moléculas difusantes. A difusão quasielástica fornece informações 
sobre a dimensão média das partículas e a distribuição do seu tamanho na emulsão. 
No caso de uma solução, uma ou mais populações de partículas estão em suspensão 
em um meio de partículas muito menores (solvente). As pequenas partículas do solvente 
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difusam pouco o feixe de laser em comparação às outras partículas. As variações dos sinais 
por elas geradas são negligenciáveis na escala observada. O conteúdo da amostra, imóvel 
aparentemente, é agitada em uma escala muito menor, graças ao movimento browniano das 
moléculas do soluto. Esse movimento, conduz à deslocamentos de frequência, ou seja, leva a 
uma flutuação muito rápida (da ordem de microsegundos) da intensidade da luz difusa, 
constituindo assim o fenômeno de difusão quasielástica. O estudo desse fenômeno permite 
determinar o coeficiente de difusão de translação dos elementos difusantes relacionado ao raio 
hidrodinâmico das partículas. 
A dependência em frequência da intensidade difusa pelas moléculas do soluto deve 
levar em consideração as correlações de posição no espaço e tempo. No entanto, se a solução 
é diluída e as moléculas de dimensão negligenciável perante o comprimento de onda, não 
ocorre correlação entre as moléculas e a intensidade difusa resulta unicamente da função de 
auto-correlação que liga as posições de uma mesma molécula submetida à difusão browniana 
(C
RUTCHET-NIELLOUD, 1996). 
 
Controle específico da microemulsão – Após serem manipuladas as microemulsões 
foram conservadas no mesmo ambiente em que foram manipuladas, com temperatura 
controlada (25ºC). O controle de estabilidade das microemulsões segue conforme o descrito 
para as nanoemulsões, sendo substituída a observação microscópica pela caracterização com 
raio laser. Esse teste é realizado fazendo-se atravessar um feixe de raio laser (como um laser 
pointer, por exemplo) pela emulsão. Dessa forma é possível observar a passagem da luz 
através do meio sem sofrer refração. 
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4.2 Avaliação das Preparações 
4.2.1 Teste de Hidratação Cutânea 
A medida de hidratação cutânea foi realizada usando o Corneometer
®
 CM820 
(Skicon, Japão), capaz de medir a capacitância sob pressão constante com o auxílio de um 
eletrodo recoberto de material vitrificado. O método lança mão do fato que a constante 
dielétrica da água é relativamente alta (

r 
= 81 C
2
/Nm
2
), quando comparada com as outras 
substâncias da pele (

r
 < 7 C
2
/Nm
2
). A superfície frontal do sensor de medição contém um 
condensador de medida. Ao pressionar o sensor contra a pele por um segundo, a pele entra no 
campo condensador explorando, dessa forma, aproximadamente 100
m de profundidade, 
alcançando o estrato córneo e a epiderme. Dependendo do conteúdo de água, diferentes 
mudanças de capacitância podem ser medidas, as quais são convertidas a um valor de medida 
digital (unidades arbitrárias) sendo proporcional à umidade da pele. Devido ao curto tempo de 
medida, erros relativos à deformações da pele ou evaporações podem ser excluídos (YILMAZ 
& BORCHERT, 2006). 
Para esse teste foram usadas 6 (seis) voluntárias do sexo feminino entre 20 e 45 anos. 
As voluntárias ficaram descansando em ambiente de temperatura (25°C) e umidade (50%) 
controladas, por 5 minutos, antes do início do teste e durante todo o procedimento. Foram 
feitos cinco quadrados de 3cm
2
 de área nos antebraços das voluntárias e realizada uma 
primeira medição da capacitância, aplicando a sonda em cada um dos espaços, antes da 
administração do produto. A emulsão (50mg) a ser testada foi então depositada na área 
delimitada com o auxílio de uma pipeta automática e espalhada até completa absorção. Após 
5 minutos foi feita a primeira medição e chamada de tempo 0 (zero). Desde então, o 
procedimento foi repetido nos tempos 10, 20, 30 e 45 minutos (Foto 18). Todas as medidas 
foram feitas em triplicata. 
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 A nanoemulsão contendo 0,5% de extrato etanólico de flores (EFL) de C. 
chelidonioides foi avaliada quanto ao potencial de hidratação cutânea comparando-a com a 
nanoemulsão base. O controle positivo foi feito com duas formulações comerciais clássicas, 
reconhecidas por seu alto caráter hidratante, Nivea Soft
®
 “Hidratação Intensa” da Nivea
®
 e 
Ictyane
®
 de Ducray
®
. O branco foi feito medindo-se a pele sem nenhum tratamento.
 
 
 
 
 
 
 (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (b)     (c) 
Foto 18: (a) Emulsões usadas no teste de hidratação. Da esquerda para direita: Nivea Soft
®
, Nanoemulsão base, 
Nanoemulsão contendo extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides 0,5% e Ictyane
®
; 
(b) Administração da fórmula a ser testada; (c) Medição do potencial de hidratação com o Corneometer CM820. 
 
4.2.2 Teste de Passagem Transdérmica 
A avaliação in vitro de passagem transdérmica do extrato etanólico de flores (EFL) 
de C. chelidonioides foi realizada usando células de difusão de Franz, seguindo as normas 
estabelecidas pela OECD descritas no Guidance document for the conduct of skin absorption 
studies (OECD, 2004a). As células de Franz usadas no teste são de vidro, no intuito de 
Teste 
0,5% 
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minimizar as interações com a substância teste, composta por uma câmara doadora, onde o 
produto a ser testado é administrado, e uma câmara receptora de em média 9,15 ml
3
 de 
volume (Foto 19). A pele é posicionada entre as câmaras com o estrato córneo voltado para o 
exterior. As células de Franz, agrupadas em oito (Foto 20), apresentam a mesma área de 
superfície, 0,785 cm
2
. Uma das características desse tipo de células de difusão passiva é o 
perfeito vedamento ao redor da pele, além do fácil manuseamento e agitação constante do 
líquido receptor em contato com a derme. A agitação do fluido receptor é obtida com a 
introdução de pequenas barras magnéticas, ficando todo o conjunto sob uma placa de 
agitação. As oito células são ligadas a um sistema de banho-maria a 37°C que permite o 
controle e a manutenção da temperatura da pele e do líquido receptor, (32 ± 1)°C, a qual é 
considerada a temperatura da pele humana. Alterações na temperatura da pele podem afetar o 
processo de absorção uma vez que a difusão é dependente da temperatura. Foi usado soro 
fisiológico, Versol
®
 (Laboratório Aguettant S/A – França), (solução de Cloreto de Sódio 
0,9%) como líquido receptor, esse mostrou ser um bom solvente para o ativo a ser testado. 
 
 
Foto 19: Célula de difusão de Franz.    Foto 20: Sistema completo de células de Franz. 
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Preparo da pele - Nesse modelo foi usada pele de porco. Após o porco ser 
sacrificado, a orelha foi cortada e levada ao laboratório, onde foi lavada com água destilada e 
segmentada em pequenos pedaços de aproximadamente 3 cm
2
, separando apenas aqueles com 
espessura entre 1,5 e 2,5 mm. As peles foram então embrulhadas em papel alumínio e 
congeladas a -17°C por 10 meses antes do início dos testes. O primeiro passo na avaliação da 
pele foi a realização de um exame visual buscando danos físicos, excluindo amostras 
indesejáveis. Para isso, a pele foi descongelada imersa em soro fisiológico e seus pêlos 
cuidadosamente cortados com uma tesoura de ponta curva. Os segmentos considerados 
tiveram sua espessura medida, selecionando-se as mais parecidas entre si, com cerca de 1,5 ± 
0,5 mm. A pele foi então colocada na célula, a câmara do receptor foi totalmente preenchida 
com o líquido destinado para esse fim e o sistema foi deixado em repouso, durante 30 
minutos, com o intuito de atingir o equilíbrio, permitindo a reidratação da pele. Durante esse 
processo pequenos orifícios, como, por exemplo, canais foliculares abertos, podem ser 
fechados. Foram, então, medidas as temperaturas da pele e do líquido receptor, devendo ser 
iguais a 32 ± 1°C. Em seguida foi realizada a medida de perda de água transdérmica (TEWL – 
Trans Epidermal Water Loss), um dos métodos de avaliação da integridade da barreira 
cutânea aconselhados pelo guia da OECD (2004a). 
Medida da perda de água transdérmica - A medida de perda insensível de água foi 
feita usando o Tewameter

 TM210 (Courage & Khazaka, Colônia – Alemanha), composto 
por uma sonda cilíndrica, oca e estreita (10mm de diâmetro e 20mm de altura). No seu 
interior se encontram dois pares de células captadoras de temperatura e umidade, protegidos 
pela estrutura da sonda, no intuito de reduzir ao máximo as influências externas. As células 
captadoras são posicionadas a 2 e 4 mm de distância da superfície cutânea, de forma a obter-
se os valores relativos à perda de água em dois pontos de distâncias distintos da pele, usando-
se a média obtida entre eles. Durante todo o teste o Tewameter

 TM210 foi armazenado na 
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mesma sala com temperatura e umidade controladas, evitando assim que a sonda sofresse 
variação desses parâmetros. 
Após ser deixada em equilíbrio no sistema, por 30 minutos, cada pele foi submetida à 
medida de perda transdérmica de água durante 60 segundos (Foto 21), usando-se a média das 
20 últimas medidas. Segundo Nangia e colaboradores (1998), o valor médio de perda de água 
transdérmica para peles intactas medido nessa metodologia é de 5,6 ± 1,8 g/hm
2
. Baseado 
nisso, foram usadas peles que apresentassem valores próximos a esse, aceitando-se uma 
variação máxima de 36% considerada normal inter-indivíduos segundo o estudo realizado por 
Pinnagoda e colaboradores (1989). As peles com valores fora desse intervalo foram 
consideradas danificadas e, por isso, eliminadas antes do início do teste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 21: Célula de difusão de Franz com sonda do Tewameter

 TM210. 
 
Preparo do teste - O teste de avaliação da absorção percutânea do extrato EFL foi 
realizado usando-se duas formulações submicrônicas, uma nanoemulsão o/a e uma 
microemulsão a/o, ambas contendo 5% do ativo. Além disso, o mesmo teste foi feito com o 
extrato solubilizado em metanol (27,3 mg/mL), no intuito de conhecer o padrão de absorção 
do extrato e compará-lo com formulações de diferentes características físico-químicas. O 
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estudo foi desenvolvido em metodologia estática, ou seja, sem troca do líquido receptor, 
sendo observado o comportamento do extrato após 24 horas da administração. A análise do 
perfil de absorção cutânea do extrato de Calceolaria chelidonioides foi realizada usando 
como marcador o fenilpropanóide glicosilado identificado no mesmo, o verbascosídeo, 
relacionado com a atividade anti HSV-2 do extrato. O mesmo protocolo foi usado com o 
verbascosídeo padrão isolado e purificado (95%) pelo grupo do Prof. Dr. Claude Andary do 
Laboratoire de Botanique, Phytochimie et Mycologie da Faculté de Pharmacie da Université 
de Montpellier I obtido a partir de Orobanche rapum-genistae Thuill. (Orobanchaceae) 
(A
NDARY  et al., 1982), solubilizado em metanol (27,3 mg/mL). Em todos os casos foi 
administrado o equivalente a 2mg/cm
2
 de ativo, sendo o extrato ou a substância isolada, ou 
seja, 31,4 mg das emulsões e 57,5 
l das soluções. Depois de administrado, o produto teste foi 
bem espalhado sobre a superfície da pele e a célula fechada com parafilme. O compartimento 
contendo o líquido receptor foi mantido com agitação constante durante 24 horas. Foram 
feitas oito repetições para cada preparação testada e um branco com cada uma das emulsões 
base e com metanol. 
Fracionamento da pele - Após 24 horas o sistema foi desligado, o líquido receptor de 
cada célula foi retirado e colocado em tubos com tampa, devidamente identificados. A pele 
foi retirada da célula de difusão e lavada com 13 mL de metanol e em seguida 2 mL de soro 
fisiológico, recuperando o líquido de lavagem em tubo com tampa. Os tubos contendo os 
líquidos de lavagem e receptor foram guardados sob refrigeração (4°C) até o dia seguinte. A 
pele foi deixada secar livremente sobre um vidro de relógio e em seguida submetida à técnica 
do stripping onde uma fita adesiva, própria para esse fim, foi colocada sobre a camada córnea 
e em seguida foi exercida uma pressão sobre a fita com o auxílio de um cutômetro, durante 5 
segundos. A fita então é retirada com o auxílio de uma pinça, levando consigo uma parte das 
células do estrato córneo, e colocada em tubo com tampa identificado, contendo 5 mL de 
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metanol. Este procedimento foi repetido 6 vezes para cada pele. Cada pele, agora sem a 
camada córnea, foi embalada em um pequeno quadrado de papel alumínio (cerca de 5 cm
2
), 
deixando a epiderme em contato direto com o papel. Os envelopes com a pele foram 
acondicionados em um sachê de plástico, para proteger da entrada de água, e colocados em 
banho-maria mantendo a pele a temperatura de 60°C durante 2,5 minutos. Após esse 
aquecimento a pele foi retirada da embalagem e, com o auxílio de uma pinça de ponta fina, foi 
possível separar a epiderme da derme. Cada camada de pele foi então cortada em minúsculos 
pedaços e colocada em tubos com tampa identificados, contendo 5 mL de metanol. Todos os 
tubos contendo as camadas de pele separadas (estrato córneo, epiderme e derme) foram 
deixados sob agitação magnética durante 14 horas para a extração das substâncias 
impregnadas. 
Análise das frações - A análise das frações foi feita por CLAE, usando o aparelho 
LC-2010AHT Shimadzu Co. (Japão), com injetor automático e detector UV. Foi usada coluna 
Kromasil s/n 13129B039, C18, com comprimento de 250 x 4,6 mm de diâmetro interno, 
partículas de 5 
m e 100 Å de porosidade, mantida em temperatura constante de 20°C. A fase 
móvel foi um gradiente de água / ácido acético (0,5%) (A) : metanol / ácido acético (0,5%) 
(B), sendo 5 minutos 80:20 (A:B); 30 minutos de gradiente até 50:50 (A:B); 10 minutos de 
gradiente até 100% de B; 5 minutos de 100% de B; 10 minutos de gradiente até 80:20 (A:B). 
Tempo total da corrida 60 minutos, fluxo da fase móvel de 0,7 mL/min e volume de injeção 
de 80 
l. Foram realizadas detecções em 291, 325, 371 e 420 nm. 
A identificação do sinal referente ao verbascosídeo no extrato EFL de Calceolaria 
chelidonioides
 foi realizada em colaboração com a Profª. Drª. Marie Dominique Blanchin do 
Laboratoire de Chimie Analytique (Faculté de Farmacie – Université Montpellier I) usando 
aparelho de CLAE Chromeleon

 (Dionex – E.U.A.), bomba GP50 (Dionex), detector tipo 
DAD UVD3405 (Dionex) a 325 nm e analisado com o auxílio do software Peaknet CMPN6 
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(Dionex). Foram mantidas a mesma coluna e metodologia descritas anteriormente. O 
cromatograma 1 mostra o sinal do verbascosídeo (TR = 32,4 minutos) presente no extrato 
EFL (400 mg/L em metanol) (cromatograma inferior) comparado com o cromatograma obtido 
para o padrão de verbascosídeo (26 mg/L em metanol), com tempo de retenção de 32,5 
minutos (cromatograma superior). A figura 16 mostra a superposição dos espectros de UV 
referentes aos sinais em 32,5 minutos do cromatograma do verbascosídeo padrão e, 32,4 
minutos do cromatograma do extrato etanólico, indicando a similaridade entre eles. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cromatograma 1: Comparação do extrato etanólico de flores de C. chelidonioides (inferior) com o padrão de 
verbascosídeo (26 mg/L) (superior), mostrando os sinais em 32,416 e 32,531 minutos respectivamente, 
referentes ao mesmo fenilpropanóide glicosilado. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Superposição dos espectros de UV referentes aos sinais obtidos nos cromatogramas do verbascosídeo 
padrão e do extrato etanólico de flores de C. chelidonioides. 
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As frações extraídas das diferentes camadas da pele foram filtradas em membrana de 
22
m e analisadas por CLAE. Os cromatogramas obtidos foram analisados com o auxílio do 
software, LCsolution versão 1.2 (Shimadzu Co. - Japão), acoplado ao próprio aparelho e 
usando o verbascosídeo como padrão externo. 
Análise por histoquímica - A absorção cutânea das formulações contendo o extrato 
de  C. chelidonioides foi analisada dessa forma em colaboração com o Centre Régional de 
Lutte Contre le Cancer (CRLC), Centre Val d'Aurelle Paul Lamarque em Montpellier - 
França, baseado em um trabalho de Marti-Mestres e colaboradores (2007) onde é comparada 
a passagem transdérmica do ácido caféico e alguns de seus derivados, sendo possível 
visualizar as substâncias distribuídas na pele por microscopia de fluorescência graças à 
autofluorescência emitida por essas moléculas, atribuída pelos autores à função éster do ácido 
caféico (M
ARTI-MESTRES et al., 2007). 
As peles foram tratadas da mesma forma descrita anteriormente, sendo que, após 24 
horas nas células de difusão de Franz, estas foram lavadas seguindo o protocolo e levadas 
imediatamente ao Laboratório de Patologia do CRLC onde foram congeladas, colocadas em 
parafina, cortadas com micrótomo e montadas as lâminas. No mesmo dia, as lâminas foram 
analisadas por microscopia de fluorescência com aumento de 10 vezes usando microscópio de 
fluorescência Axioskop (Zeiss - Alemanha) acoplado a uma câmera Cohu 4910 (Optilas - 
França) e usando como sistema de análise de imagens o software Komet
®
 versão 4.0.2 
(Kinetic Imaging Ltd. – Reino Unido) em colaboração com o Laboratoire de Toxicologie du 
Médicament da Faculté de Pharmacie da Université Montpellier I. Foram feitas duas células 
de cada preparação testada, nanoemulsão, microemulsão, extrato em metanol, verbascosídeo 
em metanol e controle, feito com metanol puro. Foram analisadas cinco lâminas de cada 
célula. 
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4.2.3 Análise Estatística 
Os dados obtidos nos testes de avaliação das preparações foram analisados por 
métodos ANOVA, seguidos pelo teste de Tukey e t-student. Foram considerados 
estatisticamente significativos os resultados cujos valores de p foram < 0,05 (95%). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
1 Fitoquímica 
1.4 Extração do Óleo Essencial 
O estudo dos constituintes voláteis de Calceolaria  chelidonioides foi realizado 
através de hidrodestilação por arraste de vapor em aparelho do tipo Clavenger utilizando as 
folhas e caules frescos. Com esse processo foi possível obter-se um óleo amarelo escuro, 
insolúvel em água, com rendimento muito baixo (0,01%). O óleo foi recolhido e analisado por 
cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (Cromatograma 1). Os 
espectros de massas obtidos foram comparados com banco de dados do computador. Dessa 
forma foi possível identificar um sesquiterpeno (hexahidrofarnesilona), um esteróide 
(androstan-17β-ol-3-ona) e três diterpenos de esqueletos diferentes, sendo um labdano 
(biformeno), um rosano (rimueno) e um pimarano (8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-eno). Muito 
embora na literatura esteja bem descrita a presença de diterpenos de esqueletos pimarano e 
labdano nas espécies do gênero Calceolaria (Chamy et al., 1989; Piovano et al., 1989; Chamy 
et al., 1990; Chamy et al., 1995a; Garbarino et al., 2004), até o momento não havia sido 
descrito nenhum do tipo rosano. O diterpeno biformeno (III) foi a substância encontrada em 
maior concentração no óleo. A Tabela XIII mostra as substâncias identificadas, assim como 
os seus respectivos tempos de retenção e suas porcentagens na mistura. 
Tabela XIII: Substâncias identificadas no óleo essencial de Calceolaria chelidonioides. 
Substância Identificada 
Tempo de 
Retenção (min)
Porcentagem na 
Mistura (%) 
Hexahidrofarnesilona 46,3 2,9 
Androstan-17-ol-3-ona 
60,2 12,5 
Biformeno 60,5 63,7 
Rimueno 62,8 18,0 
8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-eno 63,9 2,9 
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A maioria das substâncias encontradas no óleo essencial de C. chelidonioides 
diferem do conteúdo normal de óleo essencial onde são encontrados geralmente uma mistura 
de sesquiterpenos, monoterpenos e fenilpropanóides voláteis. As substâncias 
hexahidrofarnesilona, rimueno e biformeno foram descritas na literatura como constituintes 
do óleo das folhas de espécies de diferentes gêneros, tais como Hypericum
  (CAKIR  et  al., 
2005),  Agathis (B
ROPHY  et al., 2000) e Juniperus (SRIVASTAVA  et  al., 2005), 
respectivamente. No entanto, a presença de esteróide e a grande quantidade de diterpenos 
identificados causou certo espanto, aliado ao fato do alto tempo de retenção observado. Todo 
o protocolo foi então repetido com as folhas e caules frescos coletados em 14 de setembro de 
2004. Foi obtido novamente um óleo amarelo escuro, com o mesmo rendimento (0,01%) que 
foi separado da água e analisado por cromatografia com fase gasosa acoplada à espectrometria 
de massas confirmando assim a identificação das substâncias feita anteriormente. Pode-se 
sugerir com isso que a espécie Calceolaria chelidonioides sintetize um óleo presente 
principalmente nas folhas, mas também nos caules, de baixa volatilidade e que possui certa 
função protetora por apresentar aspecto colante e odor forte, não sendo incomum encontrar 
pequenos insetos presos no vegetal. A presença de biformeno como constituinte majoritário 
corrobora com esse fato, uma vez que é uma substância de caráter oleoso, sintetizada por 
algumas espécies vegetais das famílias Araucariaceae e Leguminoseae sendo encontrada na 
forma de resina para a proteção dessas espécies contra patógenos e animais herbívoros 
(C
LIFFORD & HATCHER, 1995). Esse pode ainda estar relacionado com o óleo presente nas 
flores das espécies do gênero Calceolaria que apresentam papel importante na atração de 
abelhas para a polinização (V
OGEL, 1971). De qualquer forma, a composição rica em 
diterpenos está de acordo com a fitoquímica conhecida para as espécies do gênero. Vale 
ressaltar a inexistência na literatura científica da composição de óleo volátil em espécies do 
gênero Calceolaria. 
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Cromatograma 2: Cromatograma do óleo essencial de Calceolaria chelidonioides. 
 
 
 
Os espectros de massas das substâncias identificadas no óleo são mostrados a seguir. 
 
Espectro 1: Espectro de massas do hexahidrofarnesilona (I) (massa molecular = 268). 
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Espectro 2: Espectro de massas do Androstan-17-ol-3-ona (II) (massa molecular = 290). 
 
 
 
 
Espectro 3: Espectro de massas do Biformeno (III) (massa molecular = 272). 
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Espectro 4: Espectro de massas do Rimueno (IV) (massa molecular = 272). 
 
 
 
 
 
Espectro 5: Espectro de massas do 8-acetoxi-9-epi-ent-pimara-15-eno (V) (massa molecular = 332). 
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1.4.1 Estudo da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico dos Caules de 
Calceolaria chelidonioides. 
 
CC01 (VI), CC02 (VII) e CC03 (VIII) - A partição em acetato de etila do extrato 
etanólico dos caules de C. chelidonioides foi submetida a processo cromatográfico em coluna 
de gel de sílica, sendo a eluição realizada com um gradiente de polaridade crescente dos 
solventes diclorometano, acetato de etila e metanol. As frações 69-80 dessa coluna, eluídas 
em acetato de etila e acetato de etila:metanol (7:3) foram reunidas e novamente 
cromatografadas em coluna de gel de sílica. A fração 2 dessa segunda coluna, eluída com 
acetato de etila, oriunda da separação de uma mancha amarela forte, foi analisada por 
cromatografia em camada fina evidenciando a presença de uma mistura de substâncias. As 
substâncias foram então separadas por cromatografia preparativa, rendendo um total de nove 
frações. As frações foram novamente cromatografadas em camada fina e pôde-se observar o 
isolamento das substâncias, ficando duas placas com uma mancha de cor lilás/rosa 
semelhantes entre si, referentes à CC01 e CC02, e outra placa com mancha amarela referente 
à CC03, após revelação com ácido sulfúrico 5% em etanol e aquecimento. Suas identidades 
foram então confirmadas comparando-se os dados obtidos por RMN 
1
H com os dados obtidos 
na literatura referentes às substâncias, calceolariosídeo B (VI) e calceolariosídeo A (VII) 
(D
AMTOFT & JENSEN, 1994) e por RMN 
1
H e 
13
C com os dados referentes à apigenina (VIII) 
(O
WEN et al., 2003). 
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1.4.1.1 Calceolariosídeo B (VI) e Calceolariosídeo A (VII) 
Os espectros dos isômeros calceolariosídeo B (VI) (Espectros 6 e 7) e 
calceolariosídeo A (VII) (Espectros 8 e 9) mostram grande semelhança, sendo possível 
distinguí-los através dos sinais 
 (ppm) 4,89 (m, H
4’
 Gli), presente no espectro do 
calceolariosídeo A (VII) que reflete a substituição com ácido caféico na posição 4 da glicose, 
não existindo, portanto, no calceolariosídeo B (VI) (A
NDARY et al., 1982; DAMTOFT  & 
JENSEN, 1994), e os sinais referentes aos hidrogênios da posição 6 da glicose do 
calceolariosídeo A (VII) presentes no envelope de sinais em 3,54-3,67 ppm. A substituição 
com ácido caféico nesta posição da glicose no calceolariosídeo B (VI) leva à formação do 
duplo dubleto em 4,37 ppm ausente no espectro do calceolariosídeo A (VII) (D
AMTOFT  & 
JENSEN, 1994). A análise dos dados dos espectros de RMN de 
1
H das duas substâncias 
permitiu a identificação, em ambos os casos, de uma unidade de ácido caféico, uma unidade 
3,4-diidroxifeniletila e uma unidade monossacarídica de glicose (Tabela XIV). As unidades 
derivadas do ácido caféico são evidenciadas nos espectros de RMN 
1
H das duas substâncias 
pela presença dos sinais em 
 (ppm) 6,24 e 7,54 no caso do calceolariosídeo B (VI) e  (ppm) 
6,17 e 7,60 para o calceolariosídeo A (VII), todos com constante de acoplamento de 16 Hz, 
característico de hidrogênios trans  ligados a carbonos de ligação dupla. Além disso, a 
presença de dois conjuntos de sinais referentes a hidrogênios de sistemas aromáticos com 
acoplamentos do tipo meta, orto-meta e orto confirmam a presença das porções cafeoila e 
feniletila. Ainda no espectro de RMN 
1
H a presença da glicose é revelada pelo sinal do 
hidrogênio anomérico em 
 (ppm) 4,34 (d, J 7,5 Hz) para o calceolariosídeo B (VI) e em  
(ppm) 4,49 (d, J 8 Hz) para o calceolariosídeo A (VII), sendo comprovada a conformação 
 
pela constante de acoplamento (J) obtida em ambos os casos (A
NDARY et al., 1982). 
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Espectro 6: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) do calceolariosídeo B (VI). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 7: Expansão de parte do espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) do calceolariosídeo B (VI). 
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Espectro 8: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) do calceolariosídeo A (VII). 
 
 
Espectro 9: Expansão de parte do espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) do calceolariosídeo A (VII). 
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Tabela XIV: Comparação dos dados de RMN 
1
H obtidos para CC01 e CC02 com os dados encontrados na 
literatura para calceolariosídeo B (VI) e calceolariosídeo A (VII) (D
AMTOFT & JENSEN, 1994). 
 
 H Calceolariosídeo B* 
CC01** 
Calceolariosídeo A* 
CC02** 
2 
6,67 d  
(2) 
6,68 d 
(1,7) 
6,70 d 
(2) 
6,60 d 
(1,3) 
5 
6,63 d  
(8) 
6,64 d 
(8) 
6,69 d 
(8) 
6,64 d  
(8) 
6 
6,53 dd 
(2 e 8) 
6,56 dd 
(1,7 e 8) 
6,56 dd 
(2 e 8) 
6,56 m 

3,96 m 4,02 m 4,05 m 3,95 m 

3,70 m 3,70 m 3,71 m 3,73 m 
3, 4 
diidroxi 
feniletila 
CH
2
  
2,79 t  
(7,5) 
2,74 t 
(7,5) 
2,79 t 
(7,5) 
2,76 m 
2’’ 
7,04 d  
(2) 
7,04 d 
(2) 
7,07 d 
(2) 
6,93 d  
(2) 
5’’ 
6,77 d  
(8,5) 
6,76 d 
(8,3) 
6,79 d 
(8,3) 
6,69 d 
(8,6) 
6’’ 
6,89 dd 
(2 e 8,5) 
6,92 dd 
(2 e 8,3) 
6,96 dd 
(2 e 8,3) 
6,83 dd 
(2 e 8,6) 
'’ 
6,29 d  
(16) 
6,24 d 
(16) 
6,30 d 
(16) 
6,17 d 
(16) 
Cafeoila 
’’ 
7,56 d  
(16) 
7,54 d 
(16) 
7,60 d 
(16) 
7,60 d 
(16) 
1’ 
4,33 d  
(7,5) 
4,34 d 
(7,5) 
4,37 d 
(7,5) 
4,49 d 
(8) 
2’ 
3,22 t  
(8,5) 
3,22 d 
(7,7) 
3,31 dd 
(7,5 e 9,5) 
3,21 m 
3’ e 4’  3,38  3,38 m ---  --- 
4’ ---  --- 4,86 t (9)  4,89 m 
5’ 3,52 m 3,52 m ---  --- 
6’ 
4,5 dd 
(2 e 12) 
4,37 dd 
(2 e 8) 
--- --- 
6’ 
4,33 dd  
(5,5 e 12) 
--- --- --- 
Glicose 
3’, 5’ e 
6’-CH
2
 
---  ---  3,5 – 3,7  3,54 -3,67 
Valores de J em parêntesis (Hz). 
*CD3OD; ** CD3OD. 
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1.4.1.2 Apigenina (VIII) 
No espectro de RMN 
1
H (Espectros 10 e 11) de CC03 observam-se sinais 
característicos da apigenina. O sinal do hidrogênio na posição 3, característico das flavonas 
aparece na forma de um singleto em 
 (ppm) 6,61. Os hidrogênios H
6
 e H
8
 aparecem em  
(ppm) 6,22 e 6,47 respectivamente, com constante de acoplamento do tipo meta. Pode-se 
ainda observar dois conjuntos de sinais, na forma de dubletos, relativos aos hidrogênios 
aromáticos do anel B com constante de acoplamento do tipo orto, sendo cada conjunto 
referente aos dois hidrogênios iguais quimicamente (H
3’
-H
5’
 e H
2’
–H
6’
), graças à presença da 
hidroxila no carbono 4’. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 10: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) da apigenina (VIII). 
 
 
 
 




[image: alt]RESULTADOS E DISCUSSÕES 
  179
 
Espectro 11: Expansões do espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) da apigenina (VIII). 
 
 
 
A semelhança entre os dados de RMN 
1
H (Espectros 10 e 11) e de RMN 
13
C 
(Espectro 12) obtidos e os dados retirados da literatura (O
WEN et al., 2003) para a apigenina 
(Tabela XV), ajudam a reforçar a hipótese da estrutura de CC03 ser a dessa flavona não 
glicosilada. 
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Espectro 12: Espectro de RMN
13
C (50 MHz, CD
3
OD) da apigenina (VIII). 
 
 
 
A identidade de CC03 pôde ainda ser confirmada por CLAE em sistema de co-
injeção usando apigenina padrão, sendo possível verificar o aumento do sinal com tempo de 
retenção de 36,6 minutos em relação ao obtido para CC03 sozinho (Cromatograma 3). 
 
Cromatograma 3: Cromatografia com fase líquida de alta eficiência de CC03 (baixo) e CC03 com co-injeção 
com apigenina padrão (alto). TR = 36,6 minutos. 
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Tabela XV: Comparação dos dados de RMN 
1
H e 
13
C (OWEN et al.,  2003) encontrados na literatura para 
apigenina (VIII) com os dados obtidos para CC03. 
 
RMN
 1
H  RMN 
13
C 
Posição
Apigenina* 
CC03** 
Apigenina* 
CC03** 
2 ---  ---  165,3 164,4 
3 6,64 sl 6,61 sl 103,8 103,8 

--- --- 183,1 181,3 

--- --- 162,6 161,1 
6 6,21 d 6,22 d 99,7 100,1 
7 ---  ---  165,3 163,3 
8 6,48 d 6,47 d 94,8 95,1 
9 ---  ---  158,8 157,7 
10 ---  ---  104,9 105,1 
1’ ---  ---  122,7 122,2 
2’ 7,88 d 7,85 d 129,2 129,5 
3’ 6,95 d 6,92 d 116,8 117,0 
4’ ---  ---  162,2 160,6 
5’ 6,95 d 6,92 d 116,8 117,0 
6’ 7,88 d 7,85 d 129,2 129,5 
* CD
3
OD/DMSO-D
6
 (3:1); ** CD
3
OD. 
 
1.5 Estudo da Partição em Acetato de Etila do Extrato Etanólico das Flores de 
Calceolaria chelidonioides. 
CC04 Rutina (IX) e Verbascosídeo (X) – A partição em acetato de etila do extrato 
etanólico das flores foi fracionada por cromatografia de adsorção em coluna à vácuo, 
utilizando-se gel de sílica Merck 60. A eluição constou de misturas de polaridades crescentes 
de diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol acidificado. A fração 10 da coluna mãe 
da partição em acetato de etila, eluída em metanol, foi recromatografada em coluna de gel de 
sílica, utilizando-se gradientes crescentes de acetato de etila:acetona:água, acetona, metanol e 
metanol ácido. As frações 14-34 dessa segunda coluna, eluídas em gradiente crescente de 
acetato de etila:acetona:água (3:2:1), (3:2:3) e acetona pura, foram reunidas, de acordo com a 
semelhança cromatográfica em camada fina e novamente cromatografadas, sendo dessa vez 
em coluna de Sephadex
®
 eluída com metanol. As frações 20-34 oriundas da coluna em 
Sephadex
®
, foram reunidas (CC04), de acordo com a semelhança cromatográfica em camada 
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fina e a junção foi analisada por RMN 
1
H e RMN 
13
C, sendo possível identificar como sendo 
uma mistura de flavonóide, fenilpropanóide glicosilado e ácidos graxos. As substâncias 
CC04A e CC04B que compunham a mistura CC04 puderam ser separadas através de 
cromatografia preparativa, rendendo um total de quatro frações. As frações foram novamente 
cromatografadas e pôde-se observar o isolamento das substâncias, ficando uma das placas 
com uma mancha amarela característica de flavonóide, e outra placa com mancha rosa, após 
revelação com ácido sulfúrico 5% em etanol e aquecimento. Suas identidades foram então 
confirmadas comparando-se os dados obtidos por RMN 
1
H e RMN 
13
C com os dados obtidos 
na literatura referentes às duas substâncias, rutina (IX) e verbascosídeo (X). 
1.5.1 Rutina (IX) 
O espectro de RMN 
1
H de CC04A (Espectros 13 e 14) mostrou um dubleto em  
(ppm) 1,12 (d, J 6,2 Hz), referente aos hidrogênios metílicos do átomo de carbono 6 da 
ramnose em acoplamento com o hidrogênio do átomo de carbono 5, um envelope de sinais 
entre 
 (ppm) 3,1-3,9 referente aos hidrogênios metínicos da ramnose e da glicose, dois 
dubletos em 
 (ppm) 4,52 (d, J 1,1 Hz) e 5,11 (d, J 7,3 Hz) referentes aos hidrogênios 
anoméricos da ramnose e da glicose, respectivamente. Assim como o comentado 
anteriormente para os calceolariosídeos, a análise da constante de acoplamento do hidrogênio 
anomérico da glicose (J = 7,3 Hz) evidencia a orientação 
 desse resíduo de açúcar (ANDARY 
et al., 1982). Os sinais referentes aos hidrogênios aromáticos podem ser vistos no espectro 
entre 
 (ppm) 6,21 e 7,64. Pode-se observar um dubleto em  (ppm) 6,21 (J 1,8 Hz) referente 
ao hidrogênio do átomo de carbono 6 do esqueleto flavonoídico em acoplamento com o 
hidrogênio ligado ao carbono 8 (acoplamento do tipo meta). O hidrogênio na posição 8 pode 
ser visualizado em 
 (ppm) 6,41 (J 1,8 Hz). Pode-se observar ainda a presença de um 
conjunto de sinais referentes aos hidrogênios do anel B do flavonóide com acoplamentos do 
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tipo meta, orto-meta e orto. A presença desses sinais em 
 (ppm) 6,88 (d, J 8,5 Hz), 7,64 (dd, 
J 2,2 e 8,5 Hz) e 7,66 (sl) evidencia um padrão de substituição para o anel B semelhante 
aquele encontrado para a quercetina. O conjunto desses dados permitiu estabelecer para 
CC04A a seguinte estrutura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 13: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) da rutina (IX). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 14: Expansão do espectro de RMN
1
H (200 MHz, CD
3
OD) da rutina (IX). 
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Os dados de RMN de 
1
H (SLIMESTAD et al., 1995) e 
13
C (WENKERT  &  GOTTLIEB, 
1977) de CC04A foram comparados com dados colhidos na literatura para a rutina e estão 
evidenciados na Tabela XVI. O espectro de RMN de 
13
C apresenta os sinais de carbono 
plenamente de acordo com a estrutura proposta (Espectro 15). A multiplicidade dos sinais foi 
obtida pela técnica APT (Espectro 16). A análise do sinal referente ao átomo de carbono 6 da 
glicose permitiu inferir sobre o tipo de ligação desse dissacarídeo. Analisando-se no espectro 
de RMN 
13
C observa-se o sinal referente a esse átomo de carbono em  (ppm) 68,5, muito 
deslocado em comparação com o observado normalmente para esse átomo (
 62,7), podendo-
se afirmar com isso, que a ligação da ramnose na glicose é do tipo 1
6 (MENEZES, 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 15: Espectro de RMN
13
C (50 MHz, CD
3
OD) da rutina (IX). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 16: Espectro de RMN
13
C na técnica APT (50 MHz, CD
3
OD) da rutina (IX). 
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Tabela XVI: Comparação dos dados de RMN 
1
H (SLIMESTAD et al., 1995) e 
13
C (WENKERT & GOTTLIEB, 1977) 
encontrados na literatura para rutina (IX) com os dados obtidos para CC04A. 
 
RMN
 1
H  RMN 
13
C 
 Posição 
Rutina* 
CC04A* 
Rutina** 
CC04A* 
2 ---  ---  156,6 158,3 
3 ---  ---  133,5 135,6 

--- --- 177,4 179,3 

--- --- 161,3 162,8 
6 6,28 d 6,21 d 99,0 99,9 
7 ---  ---  164,1 165,9 
8 6,47 d 6,41 d 94,0 94,9 
9 ---  ---  156,6 157,2 
10 ---  ---  104,2 105,5 
1’ ---  ---  121,4 123,1 
2’ 7,76 dd 7,64 dd 115,4 116,0 
3’ ---  ---  144,8 145,7 
4’ ---  ---  148,5 149,7 
5’ 6,96 d  6,88 d 116,5 117,7 
Aglicona 
6’ 7,72 dd 7,66 sl 121,5 123,6 
1’’ 5,18 d  5,11 d 101,4 104,8 
2’’ ---  74,3  75,7 
3’’ ---  76,6  78,1 
4’’ ---  70,3  71,3 
5’’ ---  76,1  77,1 
Glicose 
6’’ 3,90 d 
3,1-3,9 m 
67,3 68,5 
1’’’ 4,61 d  4,52 d 100,9 102,3 
2’’’ ---  70,6  72,2 
3’’’ ---  70,6  72,0 
4’’’ ---  72,1  73,9 
5’’’ --- 
3,1-3,9 m 
68,5 69,7 
Ramnose 
6’’’ 1,22 d  1,12 d 18,0 17,9 
* CD
3
OD; ** DMSO-D
6
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




RESULTADOS E DISCUSSÕES 
  186
1.5.2 Verbascosídeo (X) 
Assim como o ocorrido para os calceolariosídeos isolados e identificados 
anteriormente, os espectros de RMN 
1
H e 
13
C de CC04B evidenciaram uma unidade de ácido 
caféico e uma unidade 3, 4 – diidroxifeniletila. Nesse caso, no entanto, foi observada uma 
unidade dissacarídica ao invés de monossacarídica como o ocorrido com CC01 e CC02. No 
espectro de RMN 
1
H (Espectro 17) (Tabela XVII) é possível confirmar a presença da glicose, 
através do sinal do hidrogênio anomérico em 
 (ppm) 4,38 (d, J 8 Hz), ligada à porção 
feniletila da molécula sob a forma β, graças mais uma vez à constante de acoplamento 
observada, indicativa de um próton axial, uma vez que para a forma α, a constante de 
acoplamento seria J = 3,5 Hz (A
NDARY et al., 1982). Além disso, observa-se a presença da 
ramnose, indicada pelos sinais do hidrogênio anomérico em 
 (ppm) 5,18 (d, J 1,8 Hz) e o 
dubleto em 
 (ppm) 1,09 (d, J 6,2 Hz) referente aos hidrogênios metílicos do carbono 6 desse 
açúcar, confirmando sua presença na estrutura. Tais sinais referentes ao dissacarídeo se 
assemelham aos observados anteriormente para a rutina (IX). O multipleto em 
 (ppm) 4,76 
reflete a substituição com ácido caféico no carbono 4 da glicose. A unidade derivada do ácido 
caféico é evidenciada pelos dubletos em 
 (ppm) 6,27 e 7,59, ambos apresentando constante 
de acoplamento de 16 Hz, característica de hidrogênios trans ligados a carbonos de ligação 
dupla. Além disso, a presença de dois conjuntos de sinais referentes a hidrogênios de sistemas 
aromáticos com acoplamentos do tipo meta,  orto-meta e orto confirmam a presença das 
porções cafeoila em 
 (ppm) 6,80 (m, H
5’’
), 6,96 (dd, J 1,8 e 8 Hz, H
6’’
) e 7,05 (d, J 1,8 Hz, 
H
2’’
) e feniletila em  (ppm) 6,56 (dd, J 2 e 8 Hz, H
5
), 6,67 (dd, J 2 e 8 Hz, H
6
) e 6,75 (m, H
2
). 
Com base nos dados obtidos nas análises por RMN 
1
H e 
13
C foi possível então sugerir a 
identidade de CC04B como sendo o fenilpropanóide glicosilado verbascosídeo (X). 
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Espectro 17: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CDCl
3
) do verbascosídeo (X). 
 
 
Os dados obtidos no espectro de RMN 
13
C (Espectro 18) foram comparados com os 
dados da literatura (R
AVN et al., 1990) para o verbascosídeo (X) (Tabela XVII) podendo-se 
confirmar a estrutura de CC04B. Neste espectro é possível notar os sinais característicos dos 
dois monossacarídeos, glicose e ramnose, e ainda das unidades cafeoila e feniletila. A 
multiplicidade dos sinais foi obtida pela técnica APT (Espectro 19). 
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Espectro 18: Espectro de RMN
13
C (50 MHz, CDCl
3
) do verbascosídeo (X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 19: Espectro de RMN
13
C na técnica APT (50 MHz, CDCl
3
) do verbascosídeo (X). 
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Tabela XVII: Comparação dos dados de RMN 
1
H (ANDARY et al., 1982) e 
13
C (RAVN et al., 1990) encontrados 
na literatura para o verbascosídeo (X) com os dados obtidos para CC04B. 
 
RMN
 1
H  RMN 
13
C 
 Posição 
Verbascosídeo*
CC04B**
Verbascosídeo* 
CC04B** 
1 ---  --- 131,8 131,8 
2 6,72 s 6,75 m 116,8  116,6 
3 ---  --- 146,5 146,4 

--- --- 145,0 145,0 

6,55 d 6,56 dd 117,6  117,4 
6 6,71 d 6,67 dd 121,7  121,5 

--- 3,16-4,12 72,6  72,6 
3, 4 
diidroxifeniletila

2,77 m 2,79 t 36,9  36,9 
1’ 4,39 d 4,38 d 104,5 104,5 
2’ ---  76,3 76,4 
3’ 3,85 t 
3,16-4,12 
82,1 81,9 
4’ 4,95 t 4,76 m 70,8  70,7 
5’ ---  76,5 76,5 
Glicose 
6’ --- 
3,16-4,12 
62,7 62,7 
1’’ ---  --- 128,0 127,9 
2’’ 7,09 s 7,05 d 115,7 115,5 
3’’ ---  --- 147,2 147,1 
4’’ ---  --- 150,2 150,1 
5’’ 6,80 d 6,80 m 117,0  116,8 
6’’ 6,94 d 6,96 dd 123,7  123,5 
’’
6,29 d 6,27 d 115,1  114,9 
’’
7,60 d 7,59 d 148,4  148,3 
Cafeoila 
CO ---  --- 168,7 168,6 
1’’’ 5,24 sl 5,18 d 103,4  103,3 
2’’’ ---  72,4 72,4 
3’’’ ---  72,7 72,7 
4’’’ ---  74,2 74,1 
5’’’ --- 
3,16-4,12 
70,9 70,9 
Ramnose 
6’’’ 1,12 d 1,09 d 18,9  18,8 
* CD
3
OD; ** CDCl
3
. 
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A identidade de CC04B pôde ainda ser confirmada por CLAE em sistema de co-
injeção usando verbascosídeo padrão verificando-se o aumento do sinal com tempo de 
retenção de 2,7 minutos em relação ao obtido para CC04B sozinho (Cromatograma 4). 
 
 
Cromatograma 4: Cromatografia com fase líquida de alta eficiência de CC04B (baixo) e CC04B com co-injeção 
com verbascosídeo padrão (alto). TR = 2,7 minutos. 
 
1.6 Estudo da Partição em 
n-Butanol do Extrato Etanólico das Folhas e Flores de 
Calceolaria chelidonioides. 
CC05 Isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI) – A fração 6 da coluna mãe da partição 
butanólica do extrato etanólico de flores e folhas, eluída com metanol puro, foi analisada por 
cromatografia em camada fina e mostrou ser uma mistura de substâncias das quais uma 
fortemente corada de amarelo sobressaía. A fração foi então submetida à cromatografia 
preparativa podendo-se isolar uma fração, chamada CC05, após nova análise por 
cromatografia em camada fina. A placa de CC05 evidenciou novamente uma forte mancha 
amarela, característica de flavonóide, após a revelação com ácido sulfúrico 5% em etanol e 
aquecimento. A fração foi então analisada por métodos físicos sendo possível identificar o 
Co-injeção com verbascosídeo padrãoCo-injeção com verbascosídeo padrão
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flavonóide isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI). A parte aromática do espectro de RMN 
1
H 
(Espectros 20 e 21) mostra um sistema ABX (3H) em 
(ppm) 6,91 (d, J 8,5 Hz, H
5’
), 7,44 (dd, 
J 2 e 8,5 Hz, H
6’
), 7,85 (d, J 2 Hz H
2’
) e um sistema AB (2H) em (ppm) 6,29 (sl, H
6
), 6,60 
(sl, H
8
) que, aliados ao singleto em (ppm) 3,71 (3H) referente à metoxila, indicam que a 
aglicona se trata de uma isoramnetina (S
LIMESTAD  et al., 1995). A porção glicosídica é 
evidenciada pelo dubleto em 
(ppm) 4,69 (J = 7,7 Hz) referente ao hidrogênio anomérico da 
glicose em ligação β, conforme discutido anteriormente (Tabela XVIII). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 20: Espectro de RMN
1
H (200 MHz, CDCl
3
) da isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI). 
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Espectro 21: Expansões do espectro de RMN
1
H (200 MHz, CDCl
3
) da isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI). 
 
Devido à problemas técnicos, não foi possível utilizar o espectro de RMN 
13
C obtido 
para essa amostra, no entanto, o espectro de correlação bidimensional heteronuclear HETCOR 
(Espectro 22) auxiliou na confirmação da identidade proposta para CC05 através da 
identificação da correlação entre os hidrogênios e os respectivos carbonos aos quais os 
mesmos estão ligados. A Tabela XVIII mostra os dados obtidos para CC05 comparados com 
os dados da literatura obtidos para a isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI) (S
LIMESTAD  et al., 
1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espectro 22: Espectro de correlação bidimensional heteronuclear HETCOR C-H da isoramnetina 3-O-glicosídeo 
(XI). 
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Tabela XVIII: Comparação dos dados de RMN 
1
H e 
13
C (SLIMESTAD et al., 1995) encontrados na literatura para 
isoramnetina 3-O-glicosídeo (XI) com os dados obtidos para CC05. 
 
RMN
 1
H  RMN 
13
C 
 Posição 
isoramnetina 
3-O-
glicosídeo 
* 
CC05* 
isoramnetina 
3-O-
glicosídeo 
* 
CC05* 
2 ---  ---  ---   
3 ---  --- 135,6  

--- --- 179,6  

--- --- 161,9  
6  6,26 d  6,29 sl  100,6  102,0 
7 ---  ---  ---   
8  6,45 d  6,60 sl  95,3  98,8 
9 ---  --- 158,8  
10 ---  --- 105,6  
1’ ---  --- 124,7 
2’  7,98 d  7,85 d  114,6  112,8 
3’ ---  --- 151,2 
4’ ---  --- 148,7 
5’  6,98 d  6,91 d  116,3  115,0 
6’  7,69 dd  7,44 dd  124,1  118,7 
Aglicona 
OMe  4,02 s  3,68 s  57,0  53,4 
1’’  5,34 d  4,67 d  104,0  107,4 
2’’ ---  76,2 77,0 
3’’ ---  78,4 77,5 
4’’ ---  71,7 71,7 
5’’ ---  78,8 77,6 
Glicose 
6’’ 
3,62 e 3,78 
dd 
3,06-4,10 
62,8 62,8 
* CD
3
OD. 




[image: alt]RESULTADOS E DISCUSSÕES 
  194
2 Ensaios Toxicológicos 
2.1 Citotoxidade 
in vitro 
2.1.1 Metodologia do Azul de Trypan em Macrófagos e Linfócitos 
Macrófagos - Pôde-se observar a presença de células em todos os poços, sendo os 
tratados com o extrato etanólico das flores (EFL) a presença de um maior número de células, 
indicando que este extrato deve ser responsável pelo aceleramento na formação de novas 
células. A Foto 22 mostra a placa de 96 poços usada no ensaio onde se observa a tendência à 
basicidade, devido ao desdobramento do indicador de pH (vermelho de fenol), em função de 
haver um maior número de células mortas (que não metabolizaram os nutrientes do meio), na 
região tratada com EFL do que os outros tratamentos, onde o metabolismo celular (células 
não afetadas) causou acidificação do meio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 22: Citotoxidade dos extratos etanólicos de Calceolaria chelidonioides em macrófagos.  
Colunas 1, 2 e 3 – flores (EFL), 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL respectivamente; colunas 4, 5 e 6 – folhas e flores (EFFL), 
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL respectivamente; colunas 7, 8 e 9 – partição insolúvel em pH básico do extrato etanólico de 
flores (EFL2), 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL respectivamente; colunas 10, 11 e 12 – controle usando apenas meio de 
cultura RPMI 1640. Foram feitas cinco repetições de cada concentração. 
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Linfócitos - Nenhum dos extratos testados apresentou toxidade significativa na maior 
concentração testada (2mg/mL), sendo o extrato de flores o menos tóxico (Gráfico 4). 
EFL - Viabilidade celular (%): 100 
 2,98 
Repetições Mortas (%) Vivas (%)
1 1 99 
2 3,63 96,37 
3 0 100 
4 1 99 
5 0 99 
 
EFFL - Viabilidade celular (%): 98,73 
 2,44 
Repetições Mortas (%) Vivas (%)
1 15,54 84,46 
2 0 100 
3 7,7 92,3 
4 2 98 
5 1 99 
 
EFL2 - Viabilidade celular (%): 70,40 
 2,06 
Repetições Mortas (%) Vivas (%)
1 36,05 63,95 
2 31,08 68,92 
3 56,32 43,68 
4 14 86 
5 24 76 
Controle - Viabilidade celular (%): 100  4,9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 1: Viabilidade celular, pelo método de exclusão do Azul de Trypan, de linfócitos esplênicos de 
camundongos C57BL/6 tratados com extratos etanólicos de flores (EFL), folhas e flores (EFFL) e partição 
insolúvel em pH básico do extrato etanólico de flores (EFL2) de Calceolaria chelidonioides, em relação ao 
controle, onde adicionou-se o veículo. Os resultados expressam a média de cinco repetições  desvio padrão. 
(p<0,03). 
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Essa mesma metodologia foi utilizada por Daniel e colaboradores (2005) para avaliar 
a citotoxidade do extrato bruto metanólico e da partição em n-butanol do extrato metanólico 
de Pfaffia glomerata, sendo capaz de identificar alta toxidade frente aos macrófagos do 
extrato metanólico, mas não da partição butanólica. Os autores atribuem tal efeito à presença 
dos ginsenosídeos, por serem metabólitos bem descritos na literatura para espécies desse 
gênero, mas não foram capazes de correlacionar efetivamente os metabólitos especiais 
presentes no extrato à atividade observada (D
ANIEL et al., 2005). 
Em outro estudo semelhante, Solis-Maldonado e colaboradores (2003) evidenciaram 
a especificidade de derivados de alcalóides indólicos por linfócitos e macrófagos. Foi 
demonstrado que diferentes substituições na porção indoloquinolizínica são capazes de levar a 
efeitos diferentes e seletivos sobre esses tipos celulares. Os derivados monoméricos e 
diméricos foram associados à ativação dos linfócitos, enquanto que estruturas totalmente 
aromáticas ativaram seletivamente os macrófagos (S
OLIS-MALDONADO et al., 2003), tal como 
o observado em nosso trabalho no tratamento com o extrato EFL de Calceolaria 
chelidonioides. 
Tais estudos demonstram a dificuldade em se atribuir a responsabilidade pelas 
atividades observadas, visto que, além de se tratar de extratos complexos, com diversas 
classes de metabólitos especiais, diferentes mecanismos estão envolvidos no processo, sendo 
capaz de atuar ao mesmo tempo de forma estimulatória na formação de novos macrófagos e 
tóxica frente aos linfócitos. De qualquer forma, a toxidade observada não foi significativa, 
não sendo considerados citotóxicos, nesse modelo, os extratos de Calceolaria chelidonioides 
testados. 
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2.1.2 Metodologia do Vermelho Neutro em Células de Queratinócito Humano 
O extrato etanólico de flores de Calceolaria chelidonioides foi avaliado quanto ao 
potencial citotóxico frente às células de queratinócitos humano (NCTC 2544) nas 
concentrações de 0,001, 0,002, 0,01, 0,02, 0,1, 0,2, 0,5 e 1,0 mg/mL em tampão PBS isento de 
íons Ca
++
 e Mg
++
, sendo a concentração de 0,2 mg/mL o limite da solubilidade do extrato. 
Essa metodologia in  vitro em queratinócitos vêm sendo sugerida por alguns autores como 
uma alternativa aos testes in  vivo de irritação ocular realizados em coelhos, graças à 
correlação dos efeitos citotóxicos observados (C
ORNELLIS  et al., 1992; VIAN  et  al., 1995). 
Nenhuma citotoxidade foi observada até a concentração de 0,2 mg/mL (Tabela XIX), sendo 
possível verificar um decréscimo na viabilidade celular nas concentrações superiores, 
provavelmente devido à presença do precipitado. Além disso, foi possível evidenciar certo 
efeito protetor ou sobre a multiplicação celular, visto que a viabilidade celular foi superior à 
do controle, considerada máxima (100%). O mesmo efeito estimulante na proliferação de 
queratinócitos humanos foi observado no tratamento com baixas concentrações (1 e 10 
g/mL) de proantocianidinas poliméricas extraídas dos caules de Hamamelis virginiana, em 
um mecanismo dependente da concentração (D
ETERS  et al., 2001). Tais resultados 
corroboram com os obtidos no ensaio com macrófagos e linfócitos descritos anteriormente, 
tanto pela estimulação da proliferação celular observada com os macrófagos como pela certa  
citotoxidade demonstrada no tratamento com a parte insolúvel do extrato (EFL2). Vale 
ressaltar a importância de indutores de proliferação celular, normalmente encontrados em 
produtos de cuidados para a pele clássicos como o gel de Aloe vera, por exemplo (D
ETERS et 
al., 2001). Em razão da ausência de toxidade a CI
50
 não pode ser calculada. 
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Tabela XIX: Citotoxidade do extrato etanólico de flores de Calceolaria chelidonioides sobre a linhagem NCTC 
2544 avaliada pela metodologia do vermelho neutro. Os resultados são expressos em viabilidade celular (%) ± 
desvio padrão. O ensaio foi realizado em duplicata, sendo seis repetições de cada concentração por ensaio. 
Extrato 
(mg/mL) 
0,001 0,002  0,01  0,02  0,1  0,2  0,5*  1,0* 
Viabilidade 
celular (%) 
103,7 
± 5,38 
109,07 
± 3,06 
109,74 
± 3,34 
121,16 
± 13,12 
119,82 
± 11,79 
109,11 
± 14,64 
30,67 
± 1,98 
21,93 
± 0,79 
* Presença de precipitado. 
 
2.2 Fototoxidade 
in vitro 
Em presença de UVA, o extrato etanólico de flores de Calceolaria chelidonioides 
não demonstrou atividade fototóxica frente às células de queratinócitos humano (NCTC 2544) 
em nenhuma das concentrações testadas (Tabela XX). Foi observada viabilidade celular 
superior à 100% com todas as concentrações. Baseado nesses resultados, pode-se ir além e 
sugerir certo efeito protetor celular, principalmente com 0,1 e 0,2 mg/mL de extrato, graças à 
elevada viabilidade apresentada, muito superior à do controle, considerada máxima (100%). 
Vale ressaltar a ausência de citotoxidade, em presença de radiação UVA, para as 
concentrações de 0,5 e 1 mg/mL. 
 
Tabela XX: Fototoxidade do extrato etanólico de flores de Calceolaria chelidonioides sobre a linhagem NCTC 
2544 avaliada pela metodologia do vermelho neutro em presença de UVA. Os resultados são expressos em 
viabilidade celular (%) ± desvio padrão. O ensaio foi realizado em duplicata, sendo seis repetições de cada 
concentração por ensaio. 
Extrato 
(mg/mL) 
0,001 0,002  0,01  0,02  0,1  0,2  0,5*  1,0* 
Viabilidade 
celular (%) 
113,3 
± 11,7 
125,6 
± 13,8 
132,1 
± 21,1 
126,5 
± 21,8 
134,2 
± 29,6 
144,7 
± 47,1 
121,5 
± 13,9 
108,0 
± 6,9 
* Presença de precipitado. 
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Ambrose e colaboradores (1952) descreveram inicialmente o potencial citotóxico de 
um conhecido flavonóide, a quercetina. Desde então, diversos estudos vêm sendo realizados 
no intuito de investigar esse potencial dos flavonóides, utilizando-se inclusive a metodologia 
do vermelho neutro em células de queratinócitos. No entanto, a rutina, um derivado 
glicosilado da quercetina, não apresentou citotoxidade quando testada nesse mesmo modelo, 
mas sim certo potencial fototóxico. Além disso, outro flavonóide, a quercitrina, quando 
testado na mesma metodologia, mostrou-se capaz de reduzir o potencial fototóxico de extratos 
de Hypericum perforatum quando adicionado a esse (W
ILHELM et al., 2001). Tanto a rutina 
como a quercitrina apresentam a mesma estrutura básica da quercetina, diferindo nas unidades 
sacarídeas ligadas na posíção 3 da aglicona, ausente na quercetina. Na quercitrina encontra-se 
um monossacarídeo, a ramnose, e na rutina um dissacarídeo, formado por uma unidade de 
glicose e uma de ramnose. Baseado em estudos de estrutura-atividade buscando correlacionar 
a atividade mutagênica da quercetina com sua estrutura, foi possível identificar como sendo 
os fatores essenciais para essa atividade a estrutura com uma hidroxila livre na posição 3, uma 
ligação dupla na posição 2-3 e um grupamento cetona na posição 4, permitindo assim uma 
tautomerização ceto-enólica entre essas posições, além de grupamentos hidroxila livres no 
anel B. No caso da rutina e da quercitrina, a glicosilação na posição 3 deve atuar impedindo a 
tautomerização, evitando a formação da espécie considerada reativa, quinona metídio 
(R
IETJENS et al., 2005). A radiação UV deve atuar de forma diferente em função do tipo de 
ligação glicosídica, de maneira a gerar um metabólito tóxico a partir da rutina, mas não da 
quercitrina. Quanto ao mecanismo de ação, alguns autores sugerem certo tipo de efeito pró-
oxidante intracelular dos flavonóides, levando à formação de espécies reativas de oxigênio 
dentro da célula, responsáveis não só pela ação tóxica, mas também pela ação genotóxica 
observada para esse tipo de estrutura, fruto da interação entre os radicais livres formados na 
célula e seu ADN (R
ODEIRO et al., 2006). 
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Apesar da rutina ter sido identificada no extrato etanólico de flores de Calceolaria 
chelidonioides, esse não apresentou fototoxidade no modelo usado, levando-se a crer que 
possivelmente existam outras substâncias presentes no extrato, ainda não identificadas, 
capazes de inibir a ação desse flavonóide, tal como o ocorrido com a quercitrina no extrato de 
H. perforatum (W
ILHELM et al., 2001), ou ainda, que sua concentração no extrato total não 
seja suficiente para apresentar a ação. 
 
 
2.3 Genotoxidade 
in vitro 
2.3.1 Teste dos Cometas 
O potencial genotóxico do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides foi 
avaliado pelo teste dos cometas em células de queratinócitos humanos (NCTC 2544) nas 
concentrações de 0,2, 0,3 e 0,4 mg/mL. A análise dos danos em nível de ADN foi 
quantificada pela porcentagem de ADN na cauda, expressa pela intensidade de fluorescência 
presente na cauda em comparação com a intensidade de fluorescência total do cometa. A 
Figura 17 mostra os diferentes tipos de cometas observados e a porcentagem de ADN na 
cauda correspondente. As células em apoptose são evidenciadas por essa metodologia graças 
à presença de quase todo o ADN na cauda do cometa. Esse tipo de morte celular é 
caracterizada por uma fragmentação importante do ADN, induzida por endonucleases, 
levando à formação de quebras do tipo dupla-hélice (Y
USUF, 2000). 
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Figura 17: Imagens de diferentes tipos de cometas. 
 
A Tabela XXI mostra os resultados obtidos com as células tratadas com o extrato 
EFL, com e sem ativação metabólica (S9 mix). Em ambos os casos o tratamento com o extrato 
não mostrou resultados significativamente diferentes em comparação com o controle 
negativo. Nem o extrato, nem os metabólitos das substâncias presentes no extrato, 
apresentaram atividade genotóxica nas condições testadas. 
 
ADN danificado 
ADN cauda = 28,6% 
ADN muito danificado 
ADN cauda = 83,9 % 
Célula em apoptose 
cabe
ç

a 
cauda 
 
ADN levemente danificado 
ADN cauda = 19,3% 
ADN normal 
ADN cauda = 0,1% 
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Tabela XXI: Teste dos cometas – avaliação do potencial genotóxico do extrato etanólico de flores de 
Calceolaria chelidonioides, com e sem ativação metabólica (S9 mix), representado pela porcentagem de ADN na 
cauda dos cometas ± desvio padrão. *(p=0,95); **(p=0,138). 
 
% ADN na cauda 
Sem S9 mix*  Com S9 mix** 
Controle  25,4 ± 12,7  43,2 ± 6,8 
Benzo()pirona (100M)
-  60,4 ± 0,5 
0,2 mg/mL  27,47 ± 10,7  46,9 ± 9,6 
0,3 mg/mL  21,48 ± 12,0  44,18 ± 4,3 
0,4 mg/mL  22,01 ± 12,97 44,40 ± 6,46 
 
 
2.3.2 Teste de Ames 
A atividade mutagênica do extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria 
chelidonioides foi avaliada pela metodologia de Ames usando diferentes cepas de Salmonella 
typhimurium, as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102, capazes de detectar diferentes 
tipos de mutações. As características das linhagens bacterianas e a esterilidade da fração S9 
foram avaliadas no momento de cada ensaio. A Tabela XXII seguinte mostra os resultados 
obtidos após o tratamento das bactérias com o extrato EFL nas concentrações de 0,125, 0,25, 
0,50, 0,75 e 1,0 mg/placa. Os resultados apresentados são as médias dos números de colônias 
mutantes obtidas por placa em dois ensaios independentes, sendo cada um deles executado em 
triplicata. A razão (E/C) entre a média de colônias mutantes em presença do extrato e o 
controle
 negativo (sem o tratamento com o extrato) foi determinada. O extrato não apresentou 
atividade mutagênica frente a nenhuma das linhagens testadas em presença ou não de ativação 
metabólica. 
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Tabela XXII: Teste de Ames - avaliação da atividade mutagênica do extrato etanólico de flores (EFL) de 
Calceolaria chelidonioides com e sem ativação metabólica (S9 mix) nas concentrações de 0,125, 0,25, 0,50, 0,75 
e 1,0 mg/placa sobre linhagens de 
S. Typhimurium, TA97a, TA98, TA100 e TA102. Os resultados são 
fornecidos em número de colônias/placa. Controles positivo: (a)  ICR 191 acridina (20ng/placa); (b) 4-
nitrofenilenodiamina (20g/placa); (c) azida de sódio (20g/placa); (d) mitomicina C (20ng/placa); (e) 
benzo()pireno (0,5g/placa); (f) benzo()pireno (1,0g/placa).
 
* E/C = razão entre a média de colônias mutantes em presença do extrato e o controle negativo (sem o extrato).  
 
 
As mesmas metodologias de avaliação genotóxica utilizadas nesse trabalho foram 
empregadas por Rodeiro e colaboradores (2006) para investigar o extrato padronizado de 
Mangifera indica (Anacardiaceae), chamado Vimang, obtido através do extrato aquoso dessa 
espécie e composto por uma mistura definida de polifenóis, terpenos, esteróides, ácidos 
graxos e microelementos. Muito embora o extrato testado tenha apresentado certa 
citotoxidade no modelo usado, este não mostrou potencial genotóxico ou mutagênico. A 
freqüência de reversões espontâneas obtidas com as linhagens TA98, TA100 e TA102, com e 
sem ativação metabólica, são semelhantes às encontradas nesse trabalho para o extrato EFL 
de Calceolaria chelidonioides (R
ODEIRO et al., 2006). 
 
mg / 
placa
cols. 
/placa
E/C*
mg / 
placa
cols. 
/placa
E/C*
mg / 
placa
cols. 
/placa
E/C*
mg / 
placa
cols. 
/placa
E/C*
Controle Positivo (a) 666,0
3,5
(b) 1982,4
90,5
(c) 2180,0
6,4
(d) 1590,7
3,0
0 193,0
1
0 21,9
1
0 342,7
1
0531,3
1
0,125 165,5
0,9
0,125 22,9
1,0
0,125 229,3
0,7
0,125 487,3
0,9
0,25 139,3
0,7
0,25 22,8
1,0
0,25 197,6
0,6
0,25 399,3
0,8
0,50 115,5
0,6
0,50 22,4
1,0
0,50 212,7
0,6
0,50 388,0
0,7
0,75 124,0
0,6
0,75 6,3
0,3
0,75 151,2
0,4
0,75 302,0
0,6
1,0 104,0
0,5
1,0 17,8
0,8
1,0 191,6
0,6
1,0 417,0
0,8
Controle Positivo (e) 682,0
3,0
(e) 218,7
5,9
(e) 760,0
2,8
(f) 848,0
2,0
0 227,3
1
0 37,0
1
0 273,3
1
0417,3
1
0,125 171,3
0,8
0,125 37,2
1,0
0,125 269,3
1,0
0,125 420,0
1,0
0,25 154,3
0,7
0,25 43,2
1,2
0,25 221,3
0,8
0,25 393,3
0,9
0,50 83,3
0,4
0,50 32,0
0,9
0,50 198,7
0,7
0,50 485,3
1,2
0,75 148,8
0,7
0,75 35,2
1,0
0,75 173,7
0,6
0,75 416,0
1,0
1,0 77,5
0,3
1,0 24,8
0,7
1,0 176,0
0,6
1,0 408,0
1,0
TA102TA97a
Extrato de  
C. chelidonioides 
com
 S9 mix
Extrato de  
C. chelidonioides 
sem
 S9 mix
TA98 TA100
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Tais metodologias in vitro vêm sendo largamente empregadas na pesquisa de 
produtos naturais na busca, principalmente, de extratos e/ou substâncias isoladas de origem 
vegetal com atividade antigenotóxica, sendo possível encontrar diversos artigos na literatura 
(Ü
NDEGER et al., 2004; JAYAPRAKASHA et al., 2007). Baseado nisso, a quercetina vem sendo 
muito estudada sendo possível demonstrar seu potencial ao mesmo tempo genotóxico e 
antigenotóxico, usando a metodologia dos cometas, graças à sua alta sensibilidade e rapidez. 
Tal mecanismo ambíguo da quercetina é dependente da concentração, sendo possível verificar 
uma ação genotóxica até 0,15mM. A partir dessa concentração até 3mM, esse flavonóide não 
induz danos no ADN, mas na maior concentração testada, 6mM, a ação tóxica é novamente 
observada. Quando a célula é tratada com mitomicina C, conhecido agente indutor de rupturas 
em nível de ADN pela formação de H
2
O
2
 e radicais hidroxila, a adição de quercetina é capaz 
de proteger a célula até determinada concentração (6mM) graças à ação antioxidante. O 
mesmo perfil de resposta dependente da concentração foi encontrado para a rutina e o 
kaempferol, sendo estes considerados com menor atividade genotóxica do que a quercetina. 
Os autores sugerem que, em baixas concentrações, os flavonóides provavelmente trocam seu 
status para pró-oxidante (A
NDERSON et al., 1998; ÜNDEGER et al., 2004). No caso da rutina, 
seu potencial antigenotóxico foi determinado por Gao e colaboradores (2003) através de 
estudos de relação quantitativa entre estrutura química e atividade (QSAR). Nesse trabalho foi 
evidenciada a formação de um complexo ADN-rutina com determinada geometria capaz de 
receber elétrons, levando à reparação dos danos sofridos pelo ADN pela ação dos radicais de 
oxigênio, ou seja, através de poderosa ação antioxidante. O mesmo foi demonstrado para o 
verbascosídeo (G
AO  et  al., 2003). Assim sendo, pode-se sugerir que a ausência de efeito 
genotóxico evidenciada nas duas metodologias para o extrato EFL possa estar relacionada 
com os metabólitos especiais identificados nesse trabalho, o verbascosídeo e a rutina, e suas 
concentrações no extrato. 
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2.4 Ensaios 
in vivo 
2.4.1 Irritação Ocular 
Os testes realizados com os extratos EFL e EFFL de C. chelidonioides originaram 
resultados semelhantes e foram classificados como não irritantes na concentração testada (2 
mg/mL). A fração EFL2, que apresentou certo grau de toxidez para células in vitro foi 
considerada irritante moderada (M
3
= 30,4). Acredita-se que ela não seja capaz de, no extrato 
total, causar irritações significativas, mas sugere cuidados em utilizações prolongadas sob 
regiões mucosas nessa concentração. 
2.4.2 Irritação Cutânea Primaria 
in vivo 
Os testes realizados com os extratos EFL e EFFL de C. chelidonioides originaram 
resultados semelhantes e foram classificados como não irritantes na concentração testada (2 
mg/mL). A fração EFL2, que apresentou certo índice de toxidez para células in vitro e 
irritação moderada no teste ocular, foi classificada como indutora de edema leve durante as 
observações realizadas nos primeiros 60 minutos, mas que desapareceram nos intervalos de 
tempo subseqüentes. 
Acredita-se que ambos os extratos não sejam capazes de causar irritações 
significativas, mas reforça a indicação de que deva se ter cuidado em utilizações prolongadas 
sob regiões mucosas do extrato etanólico de flores (EFL), na concentração testada. 
A análise em conjunto dos resultados obtidos nas avaliações toxicológicas realizadas, 
tanto  in vitro como in vivo, indicam a segurança do uso do extrato de Calceolaria 
chelidonioides, nas metodologias testadas, sendo recomendável, no entanto, uma futura 
avaliação da toxidade oral e da irritabilidade cutânea cumulativa, ambos modelos in vivo que 
infelizmente não puderam ser realizados nesse trabalho. 
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3 Ensaios Farmacológicos 
3.1 Atividade Antioxidante 
in vitro 
3.1.1 Método Químico do DPPH 
Nessa metodologia foram testados os extratos etanólicos de flores (EFL), folhas 
(EFO), caules (EC), raízes (ER) e folhas com flores (EFFL) de Calceolaria chelidonioides. O 
Gráfico 2 e a Tabela XXIII mostram a atividade antioxidante dos extratos etanólicos testados 
em comparação com o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761
®
) usado como 
controle. Todos os extratos demonstraram certa capacidade de seqüestrar radicais livres na 
metodologia testada, principalmente na maior concentração usada (250
g/mL), sendo o 
extrato EF o que apresentou menor potencial. Nenhum dos extratos de C. chelidonioides foi 
tão ativo quanto o controle usado, mas a diferença de atividade observada não foi considerada 
significativa basedo nos resultados obtidos com as análises estatísticas ANOVA (p = 0,6308) 
e Tukey (p > 0,05). Vale ressaltar a resposta do extrato EFFL que mostrou alta atividade nas 
menores concentrações testadas (5 e 10 
g/mL), bem superiores às observadas com o G. 
biloba e com EFL e EF separadamente, indicando que as substâncias responsáveis pela 
atividade possivelmente se encontram diluídas nos extratos individualizados ou apresentam 
efeito sinérgico quando misturadas. 
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Gráfico 2: Atividade antioxidante pelo método do DPPH dos extratos etanólicos dos caules (EC), flores (EFL), 
raízes (ER), folhas (EF) e flores com folhas (EFFL) de Calceolaria chelidonioides usando como controle 
positivo o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761
®
). ANOVA (p = 0,6308); Tukey (p > 0,05). 
 
 
 
Tabela XXIII: Atividade antioxidante pelo método do DPPH e CE
50
 (g/mL) dos extratos etanólicos dos caules 
(EC), flores (EFL), raízes (ER), folhas (EF) e flores com folhas (EFFL) de Calceolaria chelidonioides usando 
como controle positivo o extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb 761
®
). 
g/mL 
Controle EC  EFL  ER  EF  EFFL 
5 
4,57 ± 1,51  5,75 ± 2,58  1,14 ± 0,47  2,2 ± 0,65  1,71 ± 0,24  11,25 ± 0,18
10 
10,03 ± 3,25  7,23 ± 1,88  3,52 ± 1,62  3,71 ± 0,04  1,8 ± 0,709  14,64 ± 0,51
25 
28,14 ± 1,37  13,35 ± 2,46 8,91 ± 1,21  10,76 ± 0,87 6,54 ± 0,87  24,09 ± 1,19
50 
57,02 ± 0,55  26,75 ± 4,43 18,7 ± 0,86  19,56 ± 1,08 11,47 ± 1,22  36,25 ± 1,48
125 
90,07 ± 0,82  65,14 ± 2,78 46,26 ± 0,97 47,26 ± 0,60 27,88 ± 0,44  76,25 ± 0,39
250 
95,23 ± 0,43  89,2 ± 0,26  82,92 ± 1,18 82,48 ± 1,67 54,17 ± 0,61  90,72 ± 1,13
CE
50
 
38,91  1,32 
122,34 ± 2,78 146,40 ± 0,97 145,18 ± 0,82 229,48 ± 0,68 100,75 ± 0,81
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3.1.2 Ensaio com 
Saccharomyces cereviseae 
Avaliação da citotoxidade do extrato - As células de Saccaromyces cereviseae 
foram tratadas somente com o extrato etanólico de flores (EFL) de Calceolaria chelidonioides 
nas concentrações de 2, 5, 10 e 15 mg/mL a fim de verificar seu potencial citotóxico frente à 
levedura. Um controle negativo foi realizado usando células sem nenhum tipo de tratamento. 
As células foram mantidas por 1h em contato com o extrato e, em seguida, foram incubadas 
por 48h a 28°C. O extrato não apresentou citotoxidade frente a levedura em nenhuma das 
concentrações testadas (Foto 23), viabilizando com isso a realização do ensaio de avaliação 
do potencial antioxidante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 23:  Avaliação da citotoxidade: controle feito com células sem tratamento e células tratadas com  
2, 5, 10 e 15 mg/mL do extrato etanólico de flores de C. chelidonioides (EFL), 1h de incubação. Duplicata. 
 
Avaliação da atividade antioxidante do extrato - Foi então realizada a avaliação 
do potencial antioxidante do extrato EFL buscando identificar uma atividade protetora celular 
contra a agressão promovida pelos radicais hidroperóxidos, gerados pela ação do peróxido de 
hidrogênio, e superóxidos, pela ação da menadiona (Foto 24). As células tratadas com o 
extrato e a menadiona não cresceram em nenhuma das placas usadas, indicando que o extrato 
não foi capaz de proteger as células da agressão dos radicais superóxidos formados. Por outro 
lado, o extrato foi capaz de proteger as células de levedura dos radicais peróxidos nas 
menores concentrações testadas (2 e 5 mg/mL), podendo-se considerar a mesma taxa de 
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crescimento que aquela obtida com o controle negativo onde as células não receberam 
nenhum tratamento. Nas maiores concentrações testadas (10 e 15 mg/mL) foi observada um 
diminuição na taxa de crescimento celular proporcional à concentração, indicando uma 
possível ação sinérgica negativa entre os metabólitos do extrato e os radicais peróxido 
(W
ILLIAMSON, 2001). A ação antioxidante demonstrada pelo extrato de Calceolaria 
chelidonioides deve, por sua vez, ser oriunda de uma ação sinérgica também, possivelmente 
graças ao seu conteúdo de flavonóides e fenilpropanóides glicosilados, duas classes de 
metabólitos com reconhecida atividade antioxidante atribuída geralmente aos grupamentos 
hidroxila (Z
HOU & ZHENG, 1991; SHENG et al., 2002; BOURICHE et al., 2007). 
O fenilpropanóide glicosilado identificado no extrato, o verbascosídeo, teve sua 
atividade antioxidante evidenciada por diferentes grupos de pesquisa, sendo capaz de inibir a 
formação de radicais superóxido, peróxido e a peroxidação lipídica em modelos in vivo 
(Z
HOU & ZHENG, 1991; SHENG et al., 2002; ALDINI et al., 2006), além de grande atividade no 
modelo do DPPH (CE
50
 = 3,40±0,03 g/mL) (ALDINI  et al., 2006). Tais resultados 
corroboram com a idéia proposta de sinergia negativa, tanto nos resultados obtidos frente aos 
radicais superóxido, onde não foi verificada nenhuma proteção celular, mesmo nas 
concentrações mais elevadas, como nos obtido com o DPPH, dado o elevado valor de CE
50
 
encontrado para esse extrato. 
A rutina, flavonóide também presente nesse extrato, é capaz de seqüestrar os radicais 
livres formados pelo ácido hipocloroso (HOCl), graças à hidroxila presente na posição 3 e o 
resíduo O-ramnoglicosila, e pelo peróxido de hidrogênio sendo, no entanto, menos eficiente 
neste último (G
RINBERG  et al., 1994; BOURICHE  et al., 2007). Tais resultados demonstram 
uma seletividade na resposta antioxidante desse metabólito em função do tipo de radical livre 
formado, assim como o observado com o extrato testado. 
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Foto 24: Avaliação da atividade antioxidante do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides. 
Controle: controle negativo (C-) células sem tratamento; controle positivo (C+) células tratadas com peróxido de 
hidrogênio (3mM) e menadiona (30mM); M - células tratadas com EFL e menadiona (30 mM); P - células 
tratadas com EFL e peróxido de hidrogênio (3 mM). Concentrações de EFL: 2, 5, 10 e 15 mg/mL,  
1h de incubação. Triplicata. 
 
 
3.2 Atividade Antimicrobiana 
Foram testados os extratos etanólicos de flores (EFL), folhas (EF), caules (EC), 
raízes (ER) e folhas com flores (EFFL) e as partições em hexano (HFL), em diclorometano 
(DFL) e em acetato de etila das flores (AEFL) e a partição em acetato de etila dos caules 
(AEC) de C. chelidonioides. A Tabela XXIV mostra a atividade antibacteriana e antifúngica 
dos extratos etanólicos e partições testadas observada através da formação do halo de inibição 
do crescimento antimicrobiano em diâmetro (cm). Os extratos etanólicos de caules, raízes e 
hexânico de flores não apresentaram atividade frente às cepas testadas. Todos os demais 
extratos e partições apresentaram atividade frente à cepa de S. aureus resistente à meticilina 
(MRSA), sendo o resultado do extrato EFL superior ao do controle e o de EF semelhante ao 
controle feito com vancomicina. Essa atividade é de grande importância devido ao alto grau 
de patogenicidade e resistência dessa cepa. MRSA é comumente encontrado em hospitais, 
sendo o principal responsável em casos de infecção hospitalar
 
(KANTZANOU  et al., 1999). 
Embora o extrato EFL tenha sido o que apresentou melhores resultados dentre os testados, 
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essa alta atividade não foi reproduzida por nenhuma de suas frações, indicando que, 
possivelmente, os metabólitos responsáveis pela atividade sejam de maior polaridade, estando 
retidos na partição butanólica não testada. 
 
Tabela XXIV: Atividade antimicrobiana dos extratos etanólicos de flores (EFL), folhas (EFO), caules (EC), 
raízes (ER), folhas com flores (EFFL) e as partições em hexano das flores (HFL), em diclorometano das flores 
(DFL) e em acetato de etila das flores (AEFL) e dos caules (AEC) de C. chelidonioides (50mg/mL) pela 
formação do halo de inibição em diâmetro (cm), usando como controle com as bactérias vancomicina (1mg/mL) 
e com os fungos anfotericina B (1mg/mL). 
 
 
EFL EFO EC ER EFFL HFL DFL AEFL AEC Controle
C. albicans 
1,3 1,4  -  -  -  -  1,1 1,0  1,0  1,7 
C. neoformans 
0,8 1,1  -  -  -  -  1,1 1,0* 0,8  2,2 
F. pedrosoi 
- NT - -  - NT NT NT  -  1,8 
T. rubrum 
1,0 NT  -  -  -  NT NT NT  -  1,7 
S. aureus MRSA 
1,6 1,5  -  -  0,8  -  1,0 1,0  0,5  1,5 
S. epidermidis 
1,0 NT  -  -  NT NT NT NT  0,5  1,1 
 
 
3.3 Atividade Inibitória sobre os vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 
Avaliação da atividade antiviral – Foram avaliados quanto à atividade antiviral os 
extratos etanólicos das folhas (EF), das flores (EFL), dos caules (EC) e as partições em 
hexano das folhas (HF), das flores (HFL) e dos caules (HC); em diclorometano das folhas 
(DF), das flores (DFL) e dos caules (DC); em acetato de etila das folhas (AEF), das flores 
(AEFL) e dos caules (AEC); em n-butanol das folhas (BF), das flores (BFL), dos caules (BC) 
e do verbascosídeo isolado da partição em acetato de etila das flores (AEFL) de Calceolaria 
chelidonioides. Foram usadas células Vero (fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus 
aethiops) como sistema hospedeiro, inoculadas com os vírus Herpes simplex tipos 1 e 2 
resistentes ao aciclovir (HSV-1-ACVr e HSV-2-ACVr). 
NT= não testado; - = sem atividade; * = formação de pseudo-halo. 
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Para a realização de testes antivirais, são necessários estabelecer alguns parâmetros. 
O primeiro deles é a escolha de culturas de células permissivas ao vírus a ser estudado, que 
produzam uma infecção perceptível, revelando assim sua propagação. Nessa pesquisa foi 
utilizada a linhagem de células Vero, que apresenta sensibilidade para o HSV. O segundo 
parâmetro importante é a determinação de possível citotoxidade visto que, uma falsa atividade 
antiviral pode ser simulada pela ação de uma substância em virtude de um efeito lesivo 
diretamente sobre as células (H
U & HSIUNG, 1989). 
 
Nesse trabalho, a toxidade dos extratos foi avaliada através da alteração da 
morfologia das células Vero, determinando-se a concentração máxima não tóxica (CMNT) e 
pela viabilidade das mesmas através da captação do vermelho neutro, após tratamento com 
diferentes concentrações dos extratos, partições e fenilpropanóide glicosilado, determinando-
se a concentração citotóxica para 50% das culturas de células (CC
50
) (Tabela XXV). Os 
diferentes extratos e partições estudados apresentaram variados graus de toxidade frente às 
células Vero. Vale ressaltar, no entanto, a ausência de toxidade evidenciada pela CC
50
 do 
extrato EFL nas concentrações testadas, corroborando com os resultados obtidos 
anteriormente, tanto em cultura de células de queratinócitos humanos, usando a mesma 
metodologia do vermelho neutro, como em cultura de linfócitos e macrófagos. O 
verbascosídeo isolado não mostrou citotoxidade na maior concentração testada (200 
g/mL), 
no entanto, a partição AEFL, do qual foi isolado, levou à alteração morfológica nas células 
Vero em concentrações superiores a 50 
g/mL. Tais resultados evidenciam a sinergia 
negativa ocorrida entre as substâncias de alta polaridade presentes nessa partição. Ao serem 
concentradas e misturadas, tais substâncias são capazes de lesarem as células Vero, através de 
algum mecanismo o qual o verbascosídeo não é capaz de impedir. Ao se comparar a CMNT 
obtida para as demais partições do extrato EFL, percebe-se que as substâncias de maior 
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polaridade, extraídas pelo n-butanol (BFL), e as de média polaridade presentes na partição 
DFL, apresentaram efeitos ainda mais nocivos sobre as células. 
 
Apesar de alguns extratos e partições mostrarem-se citotóxicos, quando avaliada a 
alteração morfológica celular, quase todos, com exceção dos extratos etanólicos EF, EC e a 
partição AEFL, apresentaram a CC
50
 superior a 200 µg/ml. 
 
Após a determinação do efeito citotóxico dos extratos, partições e substância isolada, 
foi realizada a triagem quanto à atividade antiviral nas respectivas CMNT (Tabela XXV). 
Nessa primeira avaliação, constatou-se que das dezesseis amostras testadas, apenas quatro não 
apresentaram atividade significativa anti-HSV-2-ACVr (PI > 90%) e apenas uma foi capaz de 
inibir significativamente o HSV-1-ACVr, a partição AEFL (PI = 97,2%). Esses resultados 
mostram que, apesar do HSV-1 e HSV-2 serem antigenicamente semelhantes, os extratos são 
capazes de agir de forma específica nas amostras virais. 
 
 A análise do percentual de inibição obtido para as partições do extrato EF indica que 
as substâncias ativas estão divididas entre as partições HF e AEF, apresentando, portanto, 
polaridades muito distintas. As substâncias mais apolares do extrato, extraídas pelo hexano, 
são as principais responsáveis pela atividade anti HSV-2-ACVr de EF e, uma vez 
concentradas, foram capazes de demonstrar certo efeito também sobre HSV-1-ACVr. As 
substâncias de maior polaridade do extrato, presentes na partição butanólica, não 
apresentaram nenhum efeito sobre o vírus Herpes simplex. 
 
Quanto às partições do extrato EFL, com exceção da mais polar, obtida a partir da 
extração com n-butanol (BFL), todas apresentaram alta atividade inibitória frente ao HSV-2-
ACVr, mantendo aproximadamente a mesma resposta obtida com o extrato bruto (EFL), 
mesmo sendo usadas concentrações bem inferiores em função da CMNT. Diferentemente do 
observado com as partições do extrato EF, no caso das flores, as substâncias de alta 
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polaridade presentes na partição AEFL foram as que apresentaram atividade também frente ao 
HSV-1-ACVr, sendo a melhor resposta frente a essa estirpe viral obtida dentre todas as 
amostras testadas. O verbascosídeo, isolado de AEFL, apresentou alta atividade contra o 
HSV-2-ACVr, pouco inferior à da partição, no entanto, não demonstrou atividade 
significativa frente ao HSV-1-ACVr. Dessa forma, pode-se sugerir que a ação anti HSV-2 da 
partição esteja diretamente relacionada à presença do verbascosídeo. Além disso, a presença 
de rutina também parece contribuir, em sinergia com o verbascosídeo, na atividade frente ao 
HSV-2, capazes de alcançar um maior percentual de inibição viral quando em mistura no 
extrato EFL (99,8%) ou na partição AEFL (99,9%) em comparação com o observado quando 
isolados (verbascosídeo = 94,4% e rutina = 87,4%) (G
OMES, 2006). Da mesma forma, a rutina 
deve estar relacionada à atividade anti HSV-1 do extrato EFL e da partição AEFL, uma vez 
que isolado, esse flavonóide mostrou 82,2% de inibição viral quando testado contra HSV-1-
ACVr (G
OMES, 2006). 
 
Todas as partições de diferentes polaridades obtidas a partir do extrato EC 
demonstraram alto potencial de inibição frente ao HSV-2-ACVr, ao contrário do observado 
para o extrato bruto (EC). 
 
Tais resultados evidenciam de forma interessante a diferença entre os metabólitos 
especiais sintetizados pela planta em função das variadas partes anatômicas, no caso folhas, 
flores e caules, demonstrado através da atividade antiviral. Da mesma forma, Lopez e 
colaboradores (2001) demonstraram a diferença de atividade frente ao HSV-1 dos extratos 
metanólicos das folhas e das raízes de Byrsonima verbascifolia, sendo o primeiro 2,5 vezes 
mais ativo (L
OPEZ et al., 2001). 
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Durante o levantamento bibliográfico realizado não foi identificada nenhuma espécie 
do gênero Calceolaria, nem de plantas de outros gêneros pertencentes à família 
Scrophulariaceae com indicação de atividade contra o vírus Herpes simplex. No entanto, 
Hayashi e colaboradores (1988) demonstraram a atividade contra HSV-1 de um diterpeno, o 
ácido scopadúlcico B, isolado de Scoparia dulcis (Scrophulariaceae) em dois modelos in vitro 
e  in vivo. No teste in vitro foi possível identificar o mecanismo de ação desse metabólito, 
capaz de inibir a replicação viral, interferindo nos eventos iniciais do crescimento viral. A 
metodologia in vivo, avaliou sua atividade sobre a infecção primária córnea em hamsters. O 
tratamento com o diterpeno administrado, tanto oralmente como intraperitonialmente, 
prolongou efetivamente o aparecimento das lesões e o tempo de sobrevivência dos animais 
(H
AYASHI  et al., 1988). Esta foi a única referência encontrada relacionando a família 
Scrophulariaceae com o vírus Herpes simplex. 
 
Assim como ocorre com os extratos de plantas, os metabólitos secundários de origem 
vegetal também são amplamente descritos na literatura por sua atividade contra herpesvirus. 
Diversas classes metabólicas têm esta atividade descrita, tendo sido evidenciados diferente 
mecanismos de ação até mesmo para substâncias pertencentes a mesma classe química. 
 
Os flavonóides parecem ser um dos principais grupos ao qual as atividades anti HSV 
são atribuídas. A quercetina, procianidina e pelargonidina demonstraram efeito virucida 
contra HSV-1 in vitro, sendo possível estabelecer uma relação estrutura-atividade anti HSV-1 
(K
HAN et al., 2005). Atribui-se ainda atividade anti HSV-1 às bisflavonas e C-glicosilflavonas 
(A
NDRIGHETTI-FRÖHNER  et  al., 2005). Recentemente, CERQUEIRA (2006) descreveu a 
atividade contra HSV-1 e HSV-2 da isoquercetina apresentando 98% de inibição na 
replicação viral. 
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Um estudo de estrutura-atividade realizado por De Bruyne e colaboradores (1999) 
avaliou uma série de procianidinas diméricas e os polifenóis relacionados, observando que a 
atividade anti HSV é maior nos dímeros contendo epicatequina e que a presença de 
grupamentos orto-trihidroxila no anel B é importante para essa atividade. Além disso, foi 
também demonstrado que ligações duplas interflavan atuam aumentando a resposta contra o 
vírus (D
E BRUYNE et al., 1999). 
 
A classe dos terpenos também é bem descrita na literatura como possuindo atividade 
anti HSV, desde os monoterpenos, cineol, 1-8 cineol, isoborneol e borneol, por exemplo; os 
diterpenos, tais como a putranjivaina A isolada de Euphorbia jolkini (Euphorbiaceae) que 
inibe a ligação entre HSV-2 e os receptores das células hospedeiras, inibindo assim sua 
penetração, além de interferir no último estágio de replicação viral; os triterpenos, ácido 
betulínico, ácido morônico e lupenona ambos ativos contra HSV-1 e HSV-2, a meliacina 
interferindo na síntese de ADN e na formação do capsídeo do HSV-1; e saponinas triterpeno 
tanto de esqueleto oleanano, que atuam inibindo a síntese de ADN do HSV-1, como de 
esqueleto ursano, inibidores da síntese de proteínas do capsídeo do mesmo tipo viral (K
HAN et 
al., 2005). 
 
Além desses, as classes dos taninos, polissacarídeos e policetídeos também vêm 
sendo estudadas. Os taninos condensados parecem ser os principais responsáveis pela 
atividade anti HSV-1 do extrato de Erythroxylum  laurifolium (Erythroxylaceae) usado na 
medicina popular da Ilha La Réunion (F
ORTIN et al., 2002). O polissacarídeo sulfatado, 
galactofucano, mostrou atividade contra HSV-1 e HSV-2, sendo bem maior contra o segundo 
tipo viral (CE
50
 = 32 e 0,5 g/mL, respectivamente). Essa substância parece atuar inibindo a 
ligação com os receptores celulares e sua entrada na célula hospedeira (K
HAN et al., 2005). 
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Tabela XXV: Atividade antiviral frente ao HSV-1 e HSV-2 resistentes ao aciclovir dos extratos etanólicos de 
folhas (EF), flores (EFL) e caules (EC), as partições: das folhas em hexano (HF), em diclorometano (DF), em 
acetato de etila (AEF) e em n-butanol (BF); das flores em hexano (HFL), em diclorometano (DFL), em acetato 
de etila (AEFL) e em n-butanol (BFL); dos caules em hexano (HC), em diclorometano (DC), em acetato de etila 
(AEC) e em n-butanol (BC); e do verbascosídeo isolado da partição em acetato de etila das flores (AEFL) de 
Calceolaria chelidonioides em concentração máxima não tóxica (CMNT) (g/mL), concentração citotóxica para 
50% das células em cultura (CC
50
) (g/mL) e percentual de inibição viral (PI) (%). 
 
CMNT (g/mL) CC
50
 (g/mL) 
PI (%) 
Extrato 
Vero  Vero  HSV-1 ACVr  HSV-2 ACVr 
EF 
12,5 38,7 0 90,0 
HF 
25,0 >200,0 82,2 99,9 
DF 
25,0 
>200,0 
0 0 
AEF 
12,5 
>200,0 
0 90,0 
BF 
50,0 
>200,0 
0 0 
EFL 
200,0 
>200,0 
80,5 99,8 
HFL 
50,0 
>200,0 
0 99,9 
DFL 
6,2 
>200,0 
0 96,8 
AEFL 
50,0 166,7 97,2 99,9 
BFL 
25,0 >200,0 0 20,6 
EC 
12,5 
45,4 
60,2 75,4 
HC 
12,5 
>200,0 
0 96,8 
DC 
50,0 
>200,0 
87,4 96,8 
AEC 
25,0 
>200,0 
0 94,4 
BC 
200,0 
>200,0 
87,4 99,9 
Verbascosídeo 
200,0 
>200,0 
20,6 94,4 
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Cinética de inibição viral - Após a avaliação dos resultados obtidos em termos de 
percentagem de inibição viral (PI), foi realizado o estudo da cinética de inibição para o extrato 
etanólico de flores (EFL) e o verbascosídeo isolado da partição em acetato de etila das flores 
(AEFL) de Calceolaria chelidonioides frente ao HSV-2-ACVr. O mesmo não foi feito para 
HSV-1-ACVr em função do baixo PI identificado frente à esse vírus. Muito embora outras 
partições tenham apresentado resultados superiores em termos de PI, sendo AEFL 
considerada a melhor delas, EFL foi o escolhido para dar continuidade aos testes por ser o de 
maior viabilidade econômica. O processo de obtenção do extrato bruto é muito mais simples 
do que o da partição, fator esse que deve ser levado em consideração, principalmente no caso 
desse estudo que visa a incorporação do extrato como ativo em uma forma farmacêutica, 
tornando mais viável uma futura aplicação comercial. 
 
A partir dos resultados de cinética obtidos foi possível calcular a concentração 
efetiva sobre 50% do total de vírus (CE
50
) (g/mL) e o índice terapêutico (IT) de EFL e do 
verbascosídeo frente ao HSV-2-ACVr (Tabela XXVI). O índice terapêutico (IT) indica a 
relação entre a concentração citotóxica do extrato para a célula do hospedeiro em relação à 
concentração ativa frente ao vírus testado, fornecendo uma noção da segurança do seu uso. 
Tanto o extrato como a substância isolada apresentaram valores de CE
50
 e IT que justificam 
seu estudo e indicam uma possível aplicabilidade na produção de fitofármacos. Além disso, a 
partir da porcentagem de verbascosídeo identificada no extrato EFL, conforme descrito nos 
testes de passagem transdérmica, foi possível determinar a concentração desse metabólito na 
CMNT do extrato bruto (EFL) como sendo igual a 29 
g/mL, valor superior à CE
50
 dessa 
substância (16,72 
g/mL), corroborando com a hipótese de que esse seja o principal 
responsável pela atividade do extrato. 
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Diversos estudos vêm sendo realizados no intuito de se identificar plantas e 
substâncias de origem natural como possíveis agentes contra Herpes simplex. Em um estudo 
in vitro usando células Vero, 47 extratos obtidos a partir de 10 espécies do gênero Euphorbia 
(Euphorbiaceae), tradicionalmente utilizadas na Colômbia para o tratamento de diversas 
doenças, foram avaliadas quanto ao potencial anti HSV-2. Cinco dos 47 extratos (11%), 
representando 3 das 10 espécies de Euphorbia estudadas (30%) exibiram ação anti-herpética. 
A maior atividade foi identificada para os extratos em metanol/água das folhas e caules de E. 
cotinifolia (CE
50
 = 104,6 mg/mL, IT > 9,56) e E. tirucalli (CE
50
 = 140,2 mg/mL, IT > 7,1) e o 
extrato em diclorometano das folhas de E. cotinifolia (CE
50
 = 36,8 mg/mL, IT = 4,08), sendo 
consideradas, pelos autores, espécies promissoras enquanto agentes anti HSV (B
ETANCUR-
G
ALVIS et al., 2002). 
 
O ácido caféico, precursor biossintético do verbascosídeo, e outros derivados como o 
ácido clorogênico, ácido ferúlico e ácido p-cumárico foram avaliados no que se refere à 
atividade anti HSV tipos 1 e 2. Dentre as substâncias testadas, os autores consideraram, 
baseado nos valores de IT obtidos, o ácido caféico mais ativo contra os dois tipos de HSV 
(HSV-1: CE
50
 = 15,3 g/mL, IT = 671 e HSV-2: CE
50
 = 87,3 g/mL, IT = 118), seguido 
pelo ácido clorogênico (HSV-1: CE
50
 = 47,6 g/mL, IT = 83,9 e HSV-2: CE
50
 = 86,5 g/mL, 
IT = 46,2). Todos os metabólitos testados apresentaram maior atividade frente ao HSV-1 
(C
HIANG et al., 2002), o contrário do observado em nosso trabalho com o verbascosídeo. Os 
autores relacionaram a atividade anti HSV à presença de dois grupamentos hidroxila ligados 
ao anel aromático da porção cafeoila, comum em todas as estruturas (C
HIANG et al., 2002). A 
atividade do verbascosídeo pode então estar relacionada, da mesma forma, à presença desses 
grupamentos livres. 
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Tabela XXVI: Cinética de inibição viral frente ao HSV-2 resistente ao aciclovir do extrato etanólico de flores 
(EFL) e do verbascosídeo isolado das flores de Calceolaria chelidonioides em concentração efetiva sobre 50% 
do vírus (CE
50
) (g/mL) e índice terapêutico (IT). 
 
 
CE
50
 (g/mL)
IT (CC
50
/CE
50
) 
EFL 
39,4 >5,1 
Verbascosídeo
16,7 >12,0 
 
 
Estudos dos mecanismos de ação - Os estudos dos mecanismos de ação 
evidenciaram a atividade virucida demonstrada pelo extrato EFL, agindo na partícula viral 
extracelularmente, com inibição de 94,4%. Além da atividade virucida, EFL interagiu com 
receptores celulares levando a uma inibição de 84,1%, inibiu em 43,8% a penetração viral 
(não considerado como uma inibição significativa) e não foi capaz de inibir a replicação viral 
intracelularmente, ou seja, após a penetração viral não houve inibição. Embora não tenha 
apresentado atividade intracelular, o extrato foi capaz de atuar na etapa inicial de infecção 
inibindo a adsorção dos vírus às células, interagindo com o vírus e seus receptores. 
 
Muitas substâncias foram descritas como antivirais, por seu papel na redução da 
infecciosidade viral em culturas de células. A maioria dessas substâncias pertence ao grupo de 
antivirais com atividade extracelular, incluindo agentes desnaturantes, detergentes, solventes 
lipídicos, ácidos, álcoois, fenóis, uréia e polissacarídeos. Dentre as substâncias de origem 
natural, os taninos e flavonóides são conhecidos por apresentarem atividade virucida, 
provavelmente por um mecanismo que envolva sua ligação às proteínas dos vírus, causando 
uma desnaturação irreversível que compromete a infecciosidade viral (C
ÓRDOBA et al., 1991; 
G
OMES, 2006). 
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Um mecanismo de ação semelhante foi identificado para os extratos brutos em 
acetona, etanol e metanol de Phyllanthus urinaria, capazes de inibir o estágio inicial da 
infecção por HSV-2, diminuindo a infectividade viral em mais de 85%, mas apresentando, no 
entanto, alta toxidade frente às células Vero (CC
50
 = 14,9; 19,9; 16,2 g/mL, 
respectivamente). Assim como o ocorrido com Calceolaria chelidonioides, os extratos de P. 
urinaria foram ativos somente contra HSV-2, demonstrando um percentual de inibição da 
multiplicação de HSV-1 inferior a 42%, considerado não significativo (Y
ANG et al., 2005). 
Em um trabalho mais recente, o mesmo grupo de autores atribuiu a atividade anti HSV 
identificada previamente à presença dos metabólitos geraniina, gemina D e 1,3,4,6-tetra-O-
galoil-
-D-glicose isolados do extrato em acetona de P. urinaria. A avaliação da atividade 
anti HSV dessas substâncias demonstrou uma especificidade da geraniina e gemina D frente 
ao HSV-2, corroborando com o observado anteriormente para o extrato bruto. No entanto, 
1,3,4,6-tetra-O-galoil-
-D-glicose mostrou ser mais ativo frente ao HSV-1 do que ao HSV-2. 
Embora tais resultados pareçam estar em conflito com os anteriores, os autores sugerem uma 
explicação baseada nas concentrações dos metabólitos presentes no extrato. De fato, o total de 
gemina D e geraniina isolados corresponde a sete vezes a concentração de 1, 3, 4, 6 – tetra – 
O – galoil - 
- D - glicose. Conseqüentemente, o extrato bruto em acetona, composto 
majoritariamente por geraniina é capaz de inibir somente o HSV-2, não sendo possível, nesse 
caso, observar a atividade contra o HSV-1 (Y
ANG et al., 2007). Isso demonstra que, apesar 
dos efeitos sinérgicos observados nos testes com os extratos brutos, a concentração dos 
metabólitos especiais é um fato que não deve ser negligenciado. Segundo Cechinel Filho & 
Yunes (1998), embora uma planta possa conter centenas de metabólitos especiais, apenas as 
substâncias em maiores concentrações são geralmente isoladas e estudadas pela fitoquímica 
clássica. Baseado nisso, pode-se finalmente atribuir a atividade anti HSV-2 do extrato EFL de 
C. chelidonioides aos metabólitos especiais isolados e identificados, principalmente o 
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verbascosídeo, mas em sinergia com a rutina. Infelizmente, a quantidade de verbascosídeo 
isolada de C. chelidonioides não foi suficiente para a realização dos testes de mecanismo de 
ação frente ao HSV-2, ficando esse passo para estudos futuros. Embora não tenha sido 
descrita anteriormente na literatura científica a atividade do verbascosídeo frente ao HSV-2, 
Bermejo e colaboradores (2002) o avaliaram frente ao HSV-1 encontrando resultados 
semelhantes, baixa citotoxidade e ausência de atividade significativa frente à essa estirpe 
viral. 
 
Tendo então bem definida a ação do extrato de Calceolaria chelidonioides escolhido, 
EFL, os mecanismos de ação pelos quais atua sobre a célula viral e as manifestações clínicas 
oriundas da ação deste vírus pôde-se determinar sua indicação enquanto princípio ativo de 
uma forma farmacêutica. Esta deve ser usada visando impedir a infecção primária pelo vírus 
Herpes simplex tipo 2, importante especialmente em crianças de até dois anos de idade, 
mulheres grávidas, indivíduos imunodeprimidos, esportistas susceptíveis à contaminação tipo 
HSV gladiatorum
 e profissionais da área de saúde (principalmente médicos, dentistas e 
enfermeiros) ou ainda sua recorrência, devendo ser usado sempre como profilático. 
Uma vez finalizadas as formulações, tentou-se refazer a avaliação da atividade 
antiviral do produto acabado usando a metodologia descrita. No entanto, a alta concentração 
em óleo de parafina, tanto da nanoemulsão como da microemulsão, não permitiu sua 
concretização. Faz-se necessária a busca por uma metodologia alternativa com a qual se 
possa, futuramente, evidenciar a atividade da formulação proposta. 
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4 Tecnologia Farmacêutica 
4.1 Formulação 
4.1.1.2.1 Teste de compatibilidade do extrato etanólico de flores de 
Calceolaria 
chelidonioides 
A avaliação da compatibilidade entre uma substância ativa e os excipientes de uma 
formulação é parte crucial no estudo normal de desenvolvimento de uma preparação 
farmacêutica (L
IRA  et al., 2007). Baseado nisso, foi avaliada a compatibilidade do extrato 
EFL de Calceolaria chelidonioides com água destilada e diferentes solventes, na 
concentração final de 20mg/mL. Após 24 horas em repouso obteve-se melhores resultados 
com óleo de parafina, Transcutol P
®
 e LAS
®
, sendo o primeiro capaz de solubilizar todo o 
material em menor tempo. Deu-se prosseguimento ao teste, adicionando mais 10mg do 
extrato ao tubo contendo o óleo de parafina e o extrato da véspera, no intuito de avaliar a 
concentração máxima de extrato solúvel no solvente. Foi repetido o procedimento no vortex-
mixer (1,5 minuto, 20Hz) e no ultra-som (10 minutos). Praticamente todo o material foi 
solubilizado, restando apenas pequenas gotículas em suspensão. O tubo foi lacrado e deixado 
em repouso por mais 24 horas. Após esse período o material insolúvel havia decantado no 
fundo do tubo. 
Em seguida foram avaliadas misturas dos solventes, na proporção 1:1, escolhendo-se 
aqueles que apresentaram maior compatibilidade com o extrato, ou seja, óleo de parafina, 
Transcutol P
®
 e LAS
®
. A concentração final (20mg/mL) e o procedimento de solubilização 
foram mantidos: 
- óleo de parafina + Transcutol P
®
 
- Transcutol P
®
 + LAS
®
 
- óleo de parafina + LAS
®
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Dentre as misturas testadas a de óleo de parafina + Transcutol P
®
 foi a que melhor 
solubilizou o material, no entanto, esta não é totalmente miscível entre si. 
A partir dos resultados obtidos foi possível determinar que dentre os solventes 
testados, o melhor seria usar o óleo de parafina com o extrato EFL, na concentração de 3%, 
tanto por ter apresentado maior compatibilidade com o extrato, como por suas qualidades já 
bem conhecidas, ou seja, baixo custo, fácil manipulação, baixa irritabilidade cutânea 
(G
UILLOT et al., 1983) e grande compatibilidade com diversos tensoativos, principalmente os 
ésteres de sorbitano e seus derivados polietoxilados (B
OBIN et al., 1999). Dessa forma, 
determinou-se também a fase lipofílica da formulação que é diretamente relacionada às 
características do produto final, tais como viscosidade, espalhamento e penetração cutânea, 
além de conferir o caráter graxo desejado. O óleo de parafina foi utilizado também por 
Trakranrungsie e colaboradores na elaboração de um creme contendo 10% do extrato 
etanólico das folhas de Piper betle. O produto final obtido apresentou boa estabilidade e 
manutenção do efeito farmacológico do extrato (T
RAKRANRUNGSIE  et al., 2007). Em outro 
estudo, Lira e colaboradores demonstraram a compatibilidade do óleo de parafina com a 
naftoquinona, lapachol, conhecida por seu grande espectro de atividades farmacológicas, em 
um modelo de avaliação de estabilidade térmica, aprovando seu uso enquanto solvente de 
formulações contendo essa substância como ativo (L
IRA et al., 2007). 
4.1.1.2.2 Formulação da Nanoemulsão 
Agentes de superfície – Com o intuito de escolher a dupla de tensoativos a serem 
usados na formulação da nanoemulsão contendo o extrato EFL foram testados quatro duplas 
diferentes de surfactantes com o óleo de parafina, escolhido como fase lipofílica. Após 
analisar e caracterizar todas as emulsões manipuladas segundo os critérios do controle de 
estabilidade, foi possível escolher a melhor de cada grupo e calcular o E.H.L. das emulsões 
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formadas. A partir daí, foram feitas novas emulsões, mantendo as concentrações iniciais, mas 
variando novamente a proporção dos tensoativos (Tabela XXVII). 
 
Tabela XXVII: Emulsões formadas em cada grupo de tensoativos. 
Grupo  Melhor emulsão (E.H.L.)  Proporções testadas
A – Dehymuls SMS
®
:Eumulgin SMS 20
®
2:3 (10,8) 
1,5:3,5 
1,75:3,25 
2,25:2,75 
2,5:2,5 
B – Brij 72
®
:Brij 78
®
 3:2 (9,1) 
3,25:1,75 
3,5:1,5 
2,75:2,25 
2,5:2,5 
C – Dehymuls SMO
®
:Eumulgin SMO 20
®
2:3 (10,7) 
1,5:3,5 
1,75:3,25 
2,25:2,75 
2,5:2,5 
D – Brij 92
®
:Brij 96
®
 2:3 (9,4) 
1,5:3,5 
1,75:3,25 
2,25:2,75 
2,5:2,5 
 
 
As novas emulsões foram então avaliadas sob os mesmos aspectos do controle de 
estabilidade e ambos os grupos B e C, respectivamente, Brij 72
®
:Brij 78
® 
e Dehymuls 
SMO
®
:Eumulgin SMO 20
®
, foram descartados por não apresentarem emulsões estáveis 
segundo os parâmetros analisados, muito embora o E.H.L. da melhor emulsão formada pela 
dupla Dehymuls SMO
®
:Eumulgin SMO 20
®
 estivesse próximo ao descrito na literatura como 
sendo o E.H.L. do óleo de parafina (10,5) (P
RISTA et al., 2003). Todas as emulsões formadas 
foram fase contínua aquosa, corroborando assim com o esperado em função dos valores de 
E.H.L. calculados. Vale ressaltar que a metodologia do E.H.L. é bastante simplista e se baseia 
em uma escala arbitrária. Embora seja muito útil no processo de formulação é também falha 
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pois não leva em conta diversos fatores relacionados à presença de eletrólitos, a temperatura, 
ou até mesmo a própria composição do sistema (S
ALAGER et al., 2001). 
Foi dada continuidade ao processo de formulação usando-se os grupos restantes A e 
D, dos quais pôde-se selecionar a melhor emulsão, conforme mostra a tabela a seguir (Tabela 
XXVIII): 
 
Tabela XXVIII: Características das emulsões escolhidas. 
Grupo 
Melhor 
emulsão 
(E.H.L.) 
Aspecto 
macroscópico
Aspecto 
microscópico
Viscosidade 
e Sentido 
da emulsão 
Estabilidade 
a 50°C após 
7 dias 
A 
 
Dehymuls SMS
® 
: 
Eumulgin SMS 20
®
 
1,75:3,25 
(11,3) 
Emulsão 
branca e 
brilhante com 
reflexo 
azulado bem 
fino. 
Heterogênea: 
“vazio 
óptico” ao 
fundo e a 
presença de 
algumas 
micelas entre 
1,2 e 6 µm. 
Líquida 
 
Óleo / Água 
Sim 
D 
 
Brij 92
® 
: Brij 96
®
 
2,25:2,75 
(9,0) 
Emulsão 
branca, 
levemente 
acinzentada e 
brilhante com 
reflexo 
azulado bem 
fino. 
Heterogênea: 
“vazio 
óptico” ao 
fundo e a 
presença de 
algumas 
micelas de 
até 3,6µm. 
Líquida 
 
Óleo / Água 
 
Sim 
 
 
Ambas as emulsões apresentaram boas características macroscópicas e a formação de 
partículas dispersas de pequeno diâmetro, mas, embora pudessem ser consideradas como 
nanoemulsões, ainda estavam um pouco distantes do objetivo, além de apresentar certa 
heterogeneidade. As nanoemulsões são caracterizadas macroscopicamente por um reflexo 
azulado, e microscopicamente, pela formação de micelas de até 200 nm de diâmetro 
(S
ALAGER, 2000; SOLANS  et al., 2005) que ao serem observadas ao microscópio óptico, 
apresentam o chamado “vazio óptico”, ou seja, os glóbulos formados são tão pequenos que 
não podem ser vistos sob tais condições. Ao analisarmos os valores de E.H.L. calculados para 
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as emulsões obtidas, pôde-se especular que, apesar dos resultados obtidos relacionados aos 
aspectos micro e macroscópicos, aquela composta pela dupla Dehymuls SMS
® 
: Eumulgin 
SMS 20
®
 (grupo A) levaria à formação de emulsão mais estável por apresentar este valor 
(11,3) mais próximo do E.H.L. do óleo de parafina (10,5) (P
RISTA  et al., 2003) em 
comparação com o grupo D de agentes emulsivos (9,0). 
Optou-se então por dar continuidade ao trabalho de formulação, dessa vez com o 
auxilio do diagrama ternário, mantendo-se a relação entre os tensoativos identificada pela 
metodologia do E.H.L. critico, fazendo variar a proporção de tensoativo:água:óleo em busca 
da zona de nanoemulsão. Vale ressaltar que a concentração máxima de 
tensoativo/cotensoativo (TA/CoTA) testada foi 15% no intuito de evitar que entrasse na fase 
isotrópica referente às microemulsões. 
Os diagramas a seguir (Figura 18 e Figura 19) mostram as emulsões bifásicas (L
1
 + 
L
2
) obtidas com os dois grupos de tensoativos testados A, Dehymuls SMS
®
:Eumulgin SMS 
20
®
, e D, Brij 92
®
:Brij 96
®
, ressaltando em vermelho a zona de nanoemulsão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Diagrama ternário mostrando as emulsões bifásicas (L
1
 + L
2
) obtidas com o grupo A, Dehymuls 
SMS
®
:Eumulgin SMS 20
®
. Evidenciando em vermelho a zona de nanoemulsão. 
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Figura 19: Diagrama ternário mostrando as emulsões bifásicas (L
1
 + L
2
) obtidas com o grupo D, Brij 92
®
:Brij 
96
®
. Evidenciando em vermelho a zona de nanoemulsão. 
 
 
Todas as emulsões foram submetidas ao controle de estabilidade descrito 
anteriormente durante dois meses, sendo feitas avaliações 24 horas, 7, 15, 30 e 60 dias após a 
manipulação. O tamanho das partículas foi medido por espectroscopia por correlação de 
fótons, sendo possível determinar o diâmetro médio (nm) e o coeficiente de dispersão no meio 
(cm
2
/s). Embora tenha sido identificada a zona de nanoemulsão de ambos os grupos, aquelas 
formadas com Brij 92
®
:Brij 96
®
 apresentavam partículas de maior diâmetro, além de 
problemas de estabilidade que foram registrados com o decorrer do tempo. Vale lembrar que a 
instabilidade observada havia sido, de certa forma, prevista pela diferença entre os valores de 
E.H.L. da fase lipofílica e calculados para a formulação. Os Gráficos 3 e 4 a seguir mostram o 
diâmetro médio das partículas (nm) obtidas nos dois grupos, em função das diferenças de 
concentração de óleo de parafina e tensoativo usados. 
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Gráfico 3: Diâmetro médio das partículas dispersas (nm) obtidas a partir de diferentes concentrações de 
Dehymuls SMS
®
:Eumulgin SMS 20
® 
e óleo de parafina. 
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Gráfico 4: Diâmetro médio das partículas dispersas (nm) obtidas a partir de diferentes concentrações de Brij 
92
®
:Brij 96
® 
e óleo de parafina. 
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A dupla de tensoativo/cotensoativo Brij 92
®
:Brij 96
®
 foi então descartada e, em 
função da estabilidade e das características das partículas formadas, optou-se por trabalhar a 
nanoemulsão obtida com a dupla Dehymuls SMS
®
:Eumulgin SMS 20
® 
com a seguinte 
fórmula base: 
Dehymuls SMS
®
 ---------- 5,25 % 
Eumulgin SMS 20
®
 ---------- 9,75 % 
Óleo de parafina ---------- 17,5 % 
Água destilada ---------- 67,5 % 
 
 
A Tabela XXIX a seguir mostra os resultados obtidos com o controle de estabilidade 
da emulsão escolhida no decorrer do tempo, 1, 7, 15, 30 e 60 dias após a manipulação. O 
aspecto macroscópico, sentido da fase (óleo/água), pH (5,5 – 6,0) e a viscosidade (líquida) 
não mostraram alteração durante todo o período. O teste realizado em estufa, a 50ºC, mostrou 
sinais de instabilidade apresentando o fenômeno de cremagem após 30 dias. As informações 
obtidas nos ensaios de difusão quasielástica da luz demonstram que não houve variação 
significativa no coeficiente de difusão nem no diâmetro médio das partículas. 
 
Tabela XXIX: Controle de estabilidade da emulsão base selecionada no decorrer do tempo (1, 7, 15, 30 e 60 
dias). 
Dias 
Aspecto 
macroscópico 
Diâmetro 
médio (nm) 
Coeficiente 
de difusão 
(cm
2
/s x 10
-7
) 
1 
Emulsão levemente 
amarela/esverdeada 
com reflexo 
azulado muito fino, 
quase transparente. 
64,16 ± 13,08 0,65 
7 
Sem alteração  64,13 ± 14,95 0,61 
15 
Sem alteração  64,63 ± 10,42 0,64 
30 
Sem alteração  61,29 ±14,15  0,68 
60 
Sem alteração  64,52 ± 11,38 0,68 
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Adição de agente solvente – A adição de Transcutol
®
 5% à fase aquosa levou à 
formação de uma nanoemulsão de aspecto macroscópico ainda mais fino, quase transparente. 
O sentido da fase, a viscosidade e o pH não foram alterados, nem a estabilidade a 50°C, 
demonstrando nesse caso o fenômeno de sedimentação, também após 30 dias. A Tabela XXX 
mostra os resultados obtidos com o controle de estabilidade da emulsão contendo Transcutol
® 
no decorrer de 1, 7, 15, 30 e 60 dias após a manipulação. Assim como o observado 
anteriormente com a fórmula base sem Transcutol
®
, nesse caso também os parâmetros 
relacionados à dispersão e ao diâmetro das partículas não mostraram variação significativa 
com o decorrer do tempo. No entanto, ao compararmos as duas formulações percebemos que 
a adição do agente solvente favoreceu a formação das partículas dispersas de forma que estas 
apresentaram um diâmetro menor, diminuindo ainda mais a tensão interfacial, possivelmente 
por modificar o valor do E.H.L. crítico da emulsão. Tal fato foi corroborado pela diferença 
dos coeficientes de difusão das emulsões com e sem Transcutol
®
 evidenciados por 
granulometria por espectroscopia de correlação de fótons (Gráfico 5). Vale ressaltar que essa 
diferença permanece constante, não sofrendo alteração em função do tempo. O valor mais 
elevado do coeficiente de difusão para a formulação contendo Transcutol
®
 pode ser 
interpretado como uma diminuição do raio hidrodinâmico das partículas, resultando com isso 
em uma maior polidispersão das partículas no meio (C
RUTCHET-NIELLOUD, 1996), fator esse 
que tende à favorecer a estabilidade da emulsão. 
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Tabela XXX: Controle de estabilidade da emulsão base com a adição do agente solvente Transcutol
® 
no decorrer 
de 1, 7, 15 e 30 dias. 
 
Dias 
Aspecto 
macroscópico 
Diâmetro 
médio (nm) 
Coeficiente 
de difusão 
(cm
2
/s x 10
-7
) 
1 
Emulsão levemente 
amarela/esverdeada 
com reflexo 
azulado muito fino, 
transparente 
49,70 ± 4,16  0,83 
7 
Sem alteração  44,69 ± 1,92  0,87 
15 
Sem alteração  46,46 ± 3,47  0,89 
30 
Sem alteração  46,50 ± 2,31  0,89 
60 
Sem alteração  45,64 ± 3,89  0,89 
 
 
 
Gráfico 5: Comparação entre os coeficientes de difusão (cm2/s) obtidos por granulometria por espectroscopia de 
correlação de fótons para as formulações base com e sem a adição de Transcutol® 5% na fase aquosa, no 
decorrer de 1, 7, 15, 30 e 60 dias. 
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Incorporação do extrato etanólico de flores de 
Calceolaria chelidonioides – Uma 
vez definida a formulação base, foram manipuladas as nanoemulsões com diferentes 
concentrações do extrato EFL: 0,5, 1, 5, 10 e 20%. A nanoemulsão formulada não foi capaz 
de emulsionar o extrato em concentrações superiores a 5%. Até essa concentração as 
emulsões formadas apresentaram boas características macroscópicas em comparação com a 
base manipulada ao mesmo tempo, levando à formação de emulsões brilhantes, finas, 
mantendo um reflexo translúcido apesar da adição do ativo. A cor, no entanto, variou em 
função da cor amarela do extrato. A viscosidade, o pH e o sentido da fase das emulsões não 
sofreram alterações. A observação por microscopia óptica não evidenciou diferença 
significativa entre as emulsões contendo diferentes concentrações de extrato, nem ao ser 
comparado com a base. A análise por granulometria por espectroscopia de correlação de 
fótons evidenciou a dispersão de partículas de pequeno diâmetro, não apresentando variação 
significativa correlacionada ao aumento da concentração de extrato, em comparação com a 
emulsão base após 24 horas da manipulação (Tabela XXXI), corroborando com as 
observações micro e macroscópicas. O coeficiente de difusão (cm
2
/s), determinado por 
difusão quasielástica da luz, também não evidenciou variação significativa relacionado à 
dispersão das partículas no meio. No entanto, o teste de estabilidade em alta temperatura 
(50°C) demonstrou que a adição do extrato à formulação precipita a instabilidade de uma 
forma dependente da concentração, ou seja, sua presença favorece a agregação das gotículas 
de óleo, levando à separação das fases da emulsão. 
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Tabela XXXI: Características macro e microscópicas das nanoemulsões base (controle) e com diferentes 
concentrações do extrato etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides: 0,5, 1 e 5%, após 24 horas da 
manipulação. 
 
% 
extrato 
Aspecto 
macroscópico 
Diâmetro 
médio (nm) 
Coeficiente 
de difusão 
(cm
2
/s x 10
-7
) 
Base 
Emulsão levemente 
amarela/esverdeada 
com reflexo 
azulado muito fino, 
transparente. 
44,58 ± 1,18  0,93 
0,5 
Emulsão amarelo 
mostarda, brilhante 
com reflexo 
translúcido. 
46,17 ± 3,89  0,92 
1 
Emulsão amarela 
escura, semi-
transparente com 
reflexo translúcido.
40,15 ± 1,56  1,06 
5 
Emulsão amarela 
escura, semi-
transparente com 
reflexo translúcido.
45,46 ± 3,64  1,04 
 
 
As nanoemulsões são sistemas bifásicos, instáveis termodinamicamente, sendo 
necessário, geralmente, o emprego de métodos mecânicos (alta energia, alta pressão e/ou alta 
velocidade de homogeneização) ou químicos (emprego de ceras autoemulsionantes) 
complexos, para a obtenção de partículas dispersas com tamanho pequeno e uniforme 
(M
ARTINI, 2003; SADURNI et al., 2005; SOLANS et al., 2005). Nesse trabalho, através do uso 
consecutivo de dois conceitos diferentes, o E.H.L. e o diagrama ternário, foi possível a 
formação de nanoemulsões óleo/água de interesse farmacêutico, usando método de baixa 
energia de emulsificação. As partículas de pequeno diâmetro foram obtidas mesmo com a 
adição de um extrato vegetal bruto cujas características físico-químicas não são bem 
conhecidas. Isso demonstra que o uso de conceitos básicos ainda é capaz de levar à avanços 
tecnológicos, passíveis de serem empregados em larga escala, com menor custo. 
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A nanoemulsão contendo o extrato EFL a 5% (Foto 25) foi escolhida para ser usada 
nos testes de passagem transdérmica. Para facilitar a manipulação do produto durante o teste, 
optou-se por mantê-lo com baixa viscosidade. As nanoemulsões apresentam como uma de 
suas principais características a baixa viscosidade, sendo emulsões pulverizáveis (M
ARTINI, 
2003). Em função do uso a que se destina a formulação proposta contendo o extrato etanólico 
de flores de Calceolaria chelidonioides pode-se sugerir seu uso em spray para aplicação no 
corpo ou nas mãos, ou ainda em embalagens do tipo roll on para aplicação labial. 
 
A formulação final foi a seguinte: 
Dehymuls SMS® ------------------------------------------ 5,25 % 
Eumulgin SMS 20® --------------------------------------- 9,75 % 
Óleo de parafina -------------------------------------------- 17,5 % 
Extrato etanólico de flores de C. chelidonioides ---------- 5 % 
Nipazol® ----------------------------------------------------- 0,2 % 
Nipagin® ---------------------------------------------------- 0,2 % 
Transcutol® ------------------------------------------------- 5,0 % 
Água destilada -------------------------------------------- 57,1 % 
 
 
 
Foto 25: Nanoemulsão com extrato etanólico de C. chelidonioides a 5%. 
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Agente espessante – O processo de formulação da nanoemulsão teve como último 
passo a escolha de um agente espessante visando propor uma formulação de uso vaginal. Para 
tal, foi realizado um levantamento bibliográfico das formulações dos medicamentos de uso 
vaginal para o tratamento de herpes disponíveis comercialmente na França, com o auxílio do 
guia Vidal on line (VIDAL, 2006). O resultado da pesquisa evidenciou cinco produtos sendo 
quatro deles cremes à base de ceras autoemulsionantes e, apenas um composto por uma 
formulação de creme clássica, macroemulsão, usando o monoestearato de sorbitano como 
tensoativo e álcool estearílico como agente espessante. Baseado nas informações obtidas 
optou-se por testar diferentes agentes espessantes, tanto de fase aquosa como de fase graxa, na 
formulação base definida previamente, transformando, com isso, a nanoemulsão de baixa 
viscosidade em uma emulsão clássica, com partículas dispersas de menor diâmetro do que os 
produtos convencionais disponíveis no mercado, ideal para aplicação na mucosa genital. Os 
espessantes de fase graxa ao serem adicionados na formulação escolhida não contribuíram 
para a mesma, muito pelo contrário, foram obtidas emulsões instáveis, que separaram fase 
pouco após a manipulação, com aspecto macroscópico indesejável e, ainda por cima, baixa 
viscosidade. No entanto, o gelifiante mostrou-se compatível com os outros excipientes da 
formulação, alcançando a viscosidade desejada na concentração de 2%, levando a formação 
de um gel/creme. Salcare SC80
®
 é um polímero acrílico aniônico (Ciba Specialty Chemicals), 
que precisa ser neutralizado a pH 7,0 – 7,5 para atingir viscosidade máxima. Para o ajuste do 
pH foi usada solução aquosa de trietanolamina a 50%. A Tabela XXXII mostra um resumo 
dos resultados obtidos após a incorporação dos agentes espessantes à fórmula base. 
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Tabela XXXII: Agentes espessantes testados par uso na formulação. 
 
Espessante Nome Químico Fase 
Concentrações 
testadas 
Resultados 
obtidos 
Álcool 
cetoestearílico 
Álcool 
cetoestearílico 
Graxa 
3 % 
4 % 
5 % 
Emulsões com 
baixa viscosidade 
e instáveis. 
Monoestearato 
de glicerol 
Monoestearato de 
glicerol 
Graxa 3 % 
Emulsões com 
baixa viscosidade 
e instáveis. 
1 %  Pouco espesso 
2 %  Boa viscosidade 
Salcare SC80
®
  Polímeros de acrilato  Aquosa
3 %  Emulsão compacta
 
 
Uma vez definido o agente espessante da formulação, foram manipuladas ao mesmo 
tempo duas emulsões sendo um controle, sem a adição do extrato, e outra com o extrato na 
concentração de 0,5% (Foto 26), usando a seguinte formulação: 
 
Dehymuls SMS
®
 --------------------------------------- 5,25 % 
Eumulgin SMS 20
®
 ------------------------------------- 9,75 % 
Óleo de parafina ----------------------------------------- 17,5 % 
Extrato etanólico de flores de C. chelidonioides ----- 0,5 % 
Nipazol
®
 --------------------------------------------------- 0,2 % 
Nipagin
®
 --------------------------------------------------- 0,2 % 
Transcutol
®
 ------------------------------------------------- 5,0 % 
Salcare SC80
®
 --------------------------------------------- 2,0 % 
Água destilada -------------------------------------------- 59,6 % 
Trietanolamina a 50% ------------------------------------- qs 
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Foto 26: Nanoemulsão com EFL a 0,5% e Salcare SC80
® 
como agente espessante 
 
Ambas as preparações foram submetidas aos testes de controle de estabilidade 
durante 90 dias, no entanto, uma vez formada a rede de gel, esta torna-se impossível de ser 
solubilizada integralmente, impossibilitando com isso a medição do tamanho das partículas 
por espectroscopia de correlação de fótons. O controle microscópico subseqüente foi 
realizado com microscopia óptica. 
Nenhuma das emulsões apresentou alteração na viscosidade. As amostras mantidas a 
50°C apresentaram certa discrepância. Após 30 dias foi observada a formação de cremagem 
na amostra contendo o extrato, indicando com isso uma instabilidade da formulação. Após 60 
dias de manipulação, esta se encontrava com total separação de fases. O mesmo padrão de 
instabilidade só foi observado com a emulsão controle após 60 dias de produzida. Após 90 
dias, ambas apresentavam separação de fases. Pôde-se perceber com isso que a presença do 
extrato precipitou a instabilidade da formulação, assim como o observado anteriormente. 
Ambas as emulsões apresentaram comportamentos semelhantes nos demais parâmetros 
analisados. Baseado na literatura sabe-se que a adição de agentes espessantes, principalmente 
polímeros, representa um dos principais fatores de instabilidade dos sistemas 
NANO 
0
,

5%
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nanoemulsionados, levando à formação de estruturas irregulares de tamanho microscópico 
cujo número é proporcional à concentração do polímero. As pequenas gotículas são capazes 
de induzir o colapso de macromoléculas por um mecanismo de depleção (S
ONNEVILLE-
A
UBRUN et al., 2004). No entanto, a incorporação do agente gelifiante a 2%, Salcare SC80
®
, 
levou à formação do creme-gel idealizado e não foi capaz de alterar significativamente a 
estabilidade da formulação em comparação com a mesma formulação contendo o extrato, sem 
o agente espessante. De uma maneira em geral a formulação da nanoemulsão proposta, com 
ou sem espessante, mostrou-se satisfatória para dar continuidade aos demais ensaios previstos, 
no entanto, sua estabilidade deve ser fruto de maior estudo. 
4.1.1.2.3 Formulação da Microemulsão 
Agentes de superfície – Foram testadas diferentes proporções da dupla de agentes 
emulsionantes L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico buscando a fase isotrópica referente à zona de 
microemulsão onde possa ser trabalhada a maior concentração o possível de óleo com menos 
tensoativos, a fim de solubilizar o máximo de extrato e minimizar o potencial de irritabilidade 
intrínseco a esses agentes. O diagrama a seguir (Figura 20) mostra as zonas onde foram 
identificadas soluções transparentes e isotrópicas, definidas como microemulsões, obtidas 
com as três diferentes proporções de L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico testadas: 1, 1,25 e 1,5. 
Embora todas as microemulsões obtidas apresentassem transparência e tenham sido assim 
classificadas após analise quanto ao seu efeito sob a luz polarizada, baseando-se na literatura 
referente ao diagrama ternário, pode-se especular que aquelas obtidas com maiores 
concentrações de tensoativos, na parte superior do diagrama, devam se tratar não mais de 
sistemas dinâmicos isotrópicos, mas sim de cristais líquidos (S
ALAGER et al., 2001). Esse fato, 
no entanto, não altera a perspectiva desse trabalho uma vez que visamos empregar a menor 
concentração o possível dos agentes de superfície. 
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Figura 20: Diagrama ternário das fases isotrópicas referentes às zonas de microemulsão para três diferentes 
proporções de L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico e óleo de parafina. 
 
Foi escolhida a razão de L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico igual a 1,25 por esta 
apresentar uma zona de microemulsão um pouco maior, fornecendo com isso uma certa 
margem de segurança uma vez que o objetivo foi buscar a microemulsão explorando ao 
máximo a concentração de óleo a ser utilizada. Foram então testadas algumas formulações 
dentro da zona encontrada obtendo-se microemulsões L
1
, L
2
 e bicontínuas (Tabela XXXIII). 
 
Tabela XXXIII: Microemulsões manipuladas. 
Fórmula Sentido Viscosidade 
TA/CoTA ----------- 30% 
Óleo de parafina --- 50 % 
Água destilada ----- 20 % 
Óleo/água 
(L
1
) 
Líquido 
TA/CoTA ----------- 30% 
Óleo de parafina --- 60 % 
Água destilada ----- 10 % 
Fase bicontínua Líquido 
TA/CoTA ----------- 25% 
Óleo de parafina --- 68 % 
Água destilada ----- 7 % 
Água/óleo 
(L
2
) 
Líquido 
 TA/CoTA = 1 
 
 TA/CoTA = 1,25 
 
 TA/CoTA = 1,5 




[image: alt]RESULTADOS E DISCUSSÕES 
  241
Incorporação do extrato etanólico de flores de 
Calceolaria chelidonioides - 
Optou-se por testar a incorporação do ativo nas emulsões de fase dispersante oleosa (L
2
) e 
bicontínua, buscando aquela capaz de emulsionar a maior concentração possível do ativo 
vegetal. Tal objetivo foi alcançado com a microemulsão L
2
. Após vários testes buscando a 
concentração máxima do extrato passível de ser solubilizada, foi concluído que, ao contrário 
do que se esperava, embora a concentração de óleo fosse muito superior na microemulsão que 
na nanoemulsão elaborada anteriormente, ambas são capazes de dispersar até 5% do extrato 
EFL. Muito embora a concentração de extrato veiculada nas duas formulações seja a mesma, 
o fato da microemulsão ser um sistema formado espontaneamente, sem aporte de energia 
(M
ARTINI, 1996), torna-o mais atraente que a nanoemulsão, neste caso em particular onde o 
ativo é de origem vegetal e sua composição não foi totalmente identificada, evitando possíveis 
degradações. 
O controle de estabilidade das microemulsões, com e sem o extrato, foi realizado 
durante 60 dias (Tabela XXXIV). Não foi observada alteração no pH (5,0-5,5) de ambas as 
emulsões. 
 
Tabela XXXIV: Características macro e microscópicas das microemulsões base (controle) e com extrato 
etanólico de flores (EFL) de C. chelidonioides 5%, após 24 horas da manipulação. 
 
Microemulsão 
Características 
macroscópicas 
Características 
microscópicas 
Sentido 
Base 
Emulsão límpida, 
transparente. 
Raio laser atravessa sem 
sofrer refração 
Diâmetro médio: 3,84 ± 
0,21 µm 
Água/óleo 
Extrato 5% 
Emulsão amarela 
escura, límpida, 
semi-
transparente. 
Raio laser atravessa sem 
sofrer refração 
Diâmetro médio: 3,82 ± 
1,34 µm 
Água/óleo 
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Ambas as microemulsões mostraram-se estáveis nas condições estudadas, mesmo no 
teste em temperatura elevada. O diâmetro médio das partículas formadas foi medido por 
granulometria por espectroscopia de correlação de fótons, mas por se tratar de um sistema 
dinâmico, não se pode esperar que tal medida represente o tamanho real das partículas 
dispersas, podendo ser usado apenas como parâmetro comparativo entre o controle e a 
microemulsão contendo o ativo. Apesar da fórmula contendo o ativo ter demonstrado certa 
diminuição na transparência possivelmente em função da cor do extrato incorporado, essa 
manteve outra propriedade óptica característica desse tipo de emulsão, o isotropismo 
(M
ARTINI, 1996; SALAGER, 2000). A formulação final proposta para a microemulsão 
contendo o extrato etanólico de flores de C. chelidonioides a 5% (Foto 27) está descrita a 
seguir e foi usada no teste de passagem transdérmica: 
 
Extrato etanólico de flores de C. chelidonioides ----- 5 % 
L.A.S.
®
/Plurol
®
 diisoesteárico -------------------------- 24 % 
Óleo de parafina ------------------------------------------ 65 % 
Água destilada -------------------------------------------- 6 % 
 
 
Assim como as nanoemulsões, as microemulsões apresentam normalmente baixa 
viscosidade, no entanto, a escolha de um agente espessante para esse segundo tipo é ainda 
mais complexa, principalmente em função da alta concentração de emulsionantes, além de 
poder interferir no seu poder de penetração (M
ARTINI, 1996). De uma maneira em geral, as 
microemulsões são originariamente formuladas visando um produto final pouco viscoso. 
Dessa forma, a formulação foi mantida com baixa viscosidade, obtendo-se assim maior 
facilidade na administração durante o ensaio de penetração cutânea e ainda, podendo-se 
sugerir seu uso corporal e labial, tal qual o proposto anteriormente para a nanoemulsão. 
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Foto 27: Microemulsão com EFL a 5%. 
4.2 Avaliação das Preparações 
4.2.1 Teste de Hidratação Cutânea 
A nanoemulsão contendo 0,5% do extrato EFL foi avaliada quanto ao potencial de 
hidratação cutânea usando o Corneometer
®
 CM820 e comparando-se com a nanoemulsão sem 
o ativo. O controle positivo foi feito com duas formulações comerciais clássicas, reconhecidas 
por seu alto caráter hidratante, Nivea Soft
®
 “Hidratação Intensa” e Ictyane
®
 de Ducray
®
. 
Foram feitas medidas antes da administração dos produtos, imediatamente após a aplicação do 
produto (tempo 0), 10, 20, 30 e 45 minutos após. O branco foi feito medindo-se a pele sem 
nenhum tratamento. As medidas foram feitas em triplicata. A nanoemulsão base mostrou 
resultados estatisticamente semelhantes ao Ictyane
®
 usado como controle (Gráfico 6), um 
produto indicado por dermatologistas na França como auxiliar no tratamento de peles 
extremamente secas, graças ao seu alto poder de hidratação. A fórmula contendo o extrato a 
0,5% apresentou resultado inferior ao observado com a base, porém, estatisticamente 
semelhante ao obtido com o produto comercial da Nivea Soft
®
. A análise estatística dos dados 
obtidos (teste t-student) demonstrou que todas as formulações alteraram significativamente a 
hidratação da pele em comparação com o controle sem tratamento (p < 0,05). 
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Os veículos podem afetar a hidratação da pele através de dois mecanismos, causando 
um efeito oclusivo, por ação dos ingredientes lipídicos da formulação, ou controlando o modo 
de distribuição da água no sistema. Esse último é dependente da estrutura coloidal e pode ser 
estimulado pelo aumento de água interlamelar fixada, que pode servir como um reservatório 
para o controle da hidratação cutânea (S
AVIC et al., 2007). Dessa forma, compreende-se os 
resultados obtidos com a nanoemulsão base, que assim como o descrito na literatura para este 
tipo de emulsão, apresentaram alto poder de hidratação diretamente relacionado ao pequeno 
diâmetro das partículas dispersas (S
ONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004). No entanto, a adição do 
extrato à formulação levou à uma diminuição no potencial de hidratação da nanoemulsão, 
provavelmente por um mecanismo de interação competitiva entre algumas substâncias 
presentes no extrato e a água pela ligação com as proteínas e os componentes hidrossolúveis 
do fator de hidratação natural da pele (NMF), ocupando o seu sítio de ligação, deixando a 
água livre para sair por evaporação. Assim como os terpenos hidroxilados são capazes de 
alterar a estrutura conformacional da bicamada lipídica do estrato córneo, fluidificando-a, 
através do rompimento de ligações de hidrogênio laterais e transversais, e em seguida, formar 
novas ligações com a ceramida (N
ARISHETTY & PANCHAGNULA, 2005) e os terpenos não 
hidroxilados são capazes de se ligar à queratina (P
ILLAI & PANCHAGNULA, 2003), outras 
classes de metabólitos especiais também devem atuar de forma semelhante com os demais 
responsáveis pela fixação de água no tecido. 
O Gráfico 7 evidencia o aumento na hidratação cutânea (%) em relação aos valores 
obtidos antes da aplicação e com a pele sem tratamento (branco). Dessa forma fica evidente a 
superioridade da nanoemulsão base, principalmente no início do teste (tempo 0) e após 45 
minutos da aplicação do produto. A formulação contendo o extrato parece mais eficaz após 45 
minutos da administração. 
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Gráfico 6: Potencial de hidratação da nanoemulsão contendo 0,5% de extrato etanólico de flores (EFL) de C. 
chelidonioides comparado com dois hidratantes clássicos, Nivea Soft
®
 e Ictyane
®
, e a nanoemulsão base, nos 
tempos de zero, 10, 20, 30 e 45 minutos após a administração. O branco refere-se a pele sem tratamento. As 
medidas foram feitas em triplicata. (n = 6). ANOVA (p = 0,0034). 
 
 
 
Gráfico 7: Aumento na hidratação cutânea (%) em relação aos valores obtidos antes da aplicação e com a pele 
sem tratamento (branco) (média ± desv. Padrão; n = 6). ANOVA (p < 0,0001). 
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4.2.2 Teste de Passagem Transdérmica 
Medida da perda de água transdérmica - Na literatura podem ser encontrados 
diversos artigos que discutem o papel da estocagem de peles, humanas e animais, em baixas 
temperaturas com o aumento da permeabilidade cutânea. A maioria dessas publicações indica 
que a 20°C não são observadas mudanças significativas. Apesar disso, o Guidance document 
for the conduct of skin absorption studies (OECD, 2004a) apresenta como sendo necessário 
que a integridade da barreira seja verificada após o congelamento, garantindo assim a 
veracidade dos resultados obtidos. 
A eficiência da camada córnea depende da integridade do empilhamento dos 
corneócitos, do cimento intercelular e seu conteúdo de água. Uma pele saudável é 
caracterizada pela baixa perda transdérmica de água. A quantidade de água perdida 
compreende o vapor de água evaporado e a transpiração. Fisicamente, a pressão é acumulada 
pela difusão de água específica do organismo que pode ser medida e expressa em g/hm
2
. As 
trocas gasosas cutâneas são proporcionadas pela difusão de oxigênio e de dióxido de carbono 
na superfície da pele. Tanto a absorção de oxigênio quanto a excreção de gás carbônico são 
fortemente influenciadas pela temperatura e umidade relativa do ambiente. O mecanismo de 
regulação da temperatura corporal influencia a perda insensível de água, pois o organismo 
tende a evaporar água no intuito de equilibrar sua temperatura com a do meio ambiente, sendo 
portanto, proporcionais entre si. A umidade relativa do ar não apresenta nenhuma relação 
linear com a perda transdérmica de água, mas sim com a pressão ambiental de vapor d’água, 
sendo, portanto, inversamente proporcionais entre si (B
AREL & CLARYS, 1995). Por esse 
motivo, todo o teste de avaliação da absorção do extrato de C. chelidonioides foi realizado em 
ambiente com temperatura (25°C) e umidade (50%) controladas. As peles consideradas 
inadequadas foram descartadas antes do início do teste. 
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Análise das frações – A absorção percutânea de substâncias a partir de formulações 
tópicas envolve o processo de liberação da mesma do veículo e sua permeação através da 
pele, até alcançar o tecido alvo e, ambos dependem das propriedades físico-químicas da 
formulação e do princípio ativo empregados. Com esse intuito, foram estudadas duas 
formulações contendo o extrato EFL de Calceolaria chelidonioides, em metodologia in vitro, 
propostas como profiláticas na recorrência de lesões causadas pelo Herpes simplex do tipo 2, 
visto que o extrato apresentou baixa atividade quando testado contra o tipo 1. As formulações 
foram avaliadas quanto à possibilidade de armazenamento na epiderme, uma vez que nesse 
caso, esse é o tecido alvo. O vírus sofre multiplicação na epiderme dando lugar às 
recorrências clínicas, sempre no mesmo local ou em regiões próximas, justificando com isso a 
aplicação do produto na região afetada, antes da exposição aos fatores conhecidos como 
desencadeadores das recorrências herpéticas, tais como, exposição à radiação solar, estresse, 
febre, fadiga, traumatismo local, etc (L
ACOUR, 1994). 
As frações das diferentes camadas da pele foram analisadas por CLAE usando a 
metodologia descrita anteriormente e, embora a análise de um extrato bruto seja de alta 
complexidade, foi possível identificar o sinal referente ao fenilpropanóide glicosilado, 
verbascosídeo, nos comprimentos de onda 291, 325 e 371nm e, com isso, usa-lo como 
marcador. O marcador de um produto fitoterápico pode ser a “substância ou classe química, 
presente na matéria-prima vegetal, idealmente o próprio princípio ativo, e preferencialmente 
que tenha correlação com o efeito terapêutico, que é utilizado como referência no controle de 
qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterápicos” segundo a definição 
constante na resolução RDC nº 48 da ANVISA que dispõe sobre o registro de medicamentos 
fitoterápicos no Brasil (B
RASIL, 2004a). Além disso, o verbascosídeo foi relacionado à 
atividade anti HSV-2 do extrato EFL, conforme discutido anteriormente. O cromatograma 5 a 
seguir mostra a análise do extrato EFL (500 mg/L) nos diferentes comprimentos de onda 
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usados (291, 325, 371 e 410nm), evidenciando o sinal referente ao verbascosídeo presente 
apenas nos três mais curtos. 
 
 
Cromatograma 5: Análise do extrato etanólico das flores (EFL) de C. chelidonioides nos diferentes 
comprimentos de onda usados, evidenciando o sinal referente ao verbascosídeo.  
 
Os cromatogramas obtidos a 291 e 325nm foram analisados com o auxílio do 
software, LCsolution versão 1.2 (Shimadzu Co.), sendo possível calcular a porcentagem de 
verbascosídeo no extrato EFL (14,5%) e nas diferentes frações, obtendo-se com isso uma 
relação percentual do armazenamento da substância em cada uma das diferentes camadas da 
pele. Vale ressaltar que esses comprimentos de onda foram os escolhidos por serem aqueles 
que apresentam o sinal de interesse com maiores áreas, em função das absorções máximas do 
verbascosídeo ocorrerem em 221 e 331nm, facilitando assim a análise quantitativa. O mesmo 
fato explica a pequena área sob a curva do sinal obtido a 371nm e sua inexistência no 
comprimento de onda superior, 410nm. 
Após a análise dos dados obtidos foi possível verificar a distribuição percentual do 
verbascosídeo, isolado ou presente no extrato e comparar o efeito do veículo na absorção 
cutânea do mesmo (Gráfico 8). Tanto o verbascosídeo isolado como o presente no extrato de 
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Calceolaria chelidonioides apresentou comportamento semelhante quanto à distribuição nas 
camadas cutâneas, uma vez que foram identificados na camada mais profunda, a derme, 
chegando a alcançar o líquido receptor o que, nesse caso, indicaria uma certa absorção 
sistêmica do mesmo. A análise estatística realizada, através do teste t-student, mostrou que 
não existe variação significativa (p > 0,05) entre os resultados obtidos em relação às camadas 
mais profundas, derme e líquido de recepção, após a passagem do verbascosídeo e do extrato 
quando solubilizados em metanol. Esses dados, no entanto, diferem do descrito por Marti-
Mestres e colaboradores (2007) onde, usando a mesma metodologia, demonstraram o 
acúmulo do verbascosídeo no estrato córneo usando como veículo uma mistura de 
Transcutol
®
 (etilato de dietilenoglicol) e propilenoglicol (1:1), considerada pelos autores 
promotora de absorção (M
ARTI-MESTRES et al., 2007). Dessa forma pode-se sugerir que o 
metanol seja um promotor de absorção mais eficaz do que a mistura utilizada pelos autores, 
além de demonstrar a importância do veículo na passagem transdérmica. Da mesma forma, 
em nossos resultados não se pode negligenciar a diferença observada de permeabilidade do 
verbascosídeo quando dissolvido em metanol ou emulsionado em uma forma farmacêutica, 
independente da polaridade ou do tamanho das partículas. Tal evidência confirma a ação do 
metanol, que assim como o etanol, age como promotor da absorção percutânea extraindo os 
lipídeos e a água do espaço intercelular, aumentando a porosidade e a tortuosidade local, 
levando à interdigitação da bicamada lipídica (P
ILLAI & PANCHAGNULA, 2003). Vale lembrar 
que tal veículo, metanol, foi usado nesse trabalho apenas como uma forma de controle, 
visando a identificação do perfil de absorção da molécula através da pele, sem a ação de 
formas farmacêuticas mais desenvolvidas, e que não é de interesse a comercialização de um 
produto solubilizado em um solvente orgânico de conhecidas propriedades irritantes, 
alergênas e tóxicas. 
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Embora o verbascosídeo isolado, solubilizado em metanol, tenha sido encontrado em 
todos os compartimentos, a quantidade total da substância absorvida foi a menor de todas, 
apresentando um alto percentual de recuperação no líquido de lavagem. O mesmo não foi 
verificado com a substância no extrato etanólico, apresentando o menor percentual de 
recuperação dentre todas as amostras testadas. Foi observado também certo efeito 
reservatório, principalmente em nível de epiderme, com o verbascosídeo presente no extrato 
de C. chelidonioides, diferente do ocorrido com o mesmo isolado, podendo-se especular um 
possível efeito sinérgico entre os diferentes metabólitos presentes no extrato de forma a alterar 
seu coeficiente de partição. R
ÖPKE e colaboradores (2002) relataram o mesmo tipo de 
interferência em um trabalho semelhante usando 4-nerolidilcatecol isolado das raízes de 
Pothomorphe umbellata como marcador. Nesse artigo, os autores comparam a absorção do 
extrato bruto e da substância isolada, usando o mesmo veículo, um gel, sendo possível 
observar uma diferença no coeficiente de partição (0,25±0,11 para o extrato e 0,64±0,28 para 
o 4-nerolidilcatecol) indicando uma diferença na afinidade substância-veículo-pele, atribuída 
pelos autores, à provável influência da afinidade do 4-nerolidilcatecol sofrida pela presença de 
outras substâncias no extrato bruto (R
ÖPKE  et al., 2002). No nosso trabalho, tal efeito 
sinérgico pode estar relacionado ao alto teor de terpenos, principalmente diterpenos, 
frequentemente isolados das espécies do gênero Calceolaria. Os terpenos têm sido 
identificados como moléculas naturais promissoras como promotores de absorção, 
estimulando a passagem de baixas concentrações de substâncias hidrofílicas e lipofílicas. Foi 
demonstrado que diferentes monoterpenos agem diminuindo o efeito de barreira do estrato 
córneo por interagirem com os lipídeos da matriz intercelular, alterando sua conformação de 
maneira a formar canais que facilitam a passagem de outras moléculas de diferentes 
polaridades. Tal mecanismo é dependente das propriedades físico-químicas do permeante, da 
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concentração de terpenos e do veículo usado (P
ILLAI & PANCHAGNULA, 2003; NARISHETTY & 
P
ANCHAGNULA, 2005). 
 
Outra classe de metabólitos especiais bem descrita nas espécies de Calceolaria, os 
flavonóides, também vêm sendo avaliados quanto ao potencial de penetração cutânea. Saija e 
colaboradores (1998) demonstraram que embora a lipossolubilidade da quercetina seja, em 
teoria, adequada para penetrar os tecidos cutâneos, essa não é tão bem absorvida quanto 
outros flavonóides testados (hisperidina, naringenina e apigenina) solubilizados em acetona, 
mesmo com a utilização de D-limoneno e lecitina como promotores de absorção. Como a 
permeação de substâncias através da pele não é determinada apenas pelo coeficiente de 
partição, mas também por outras propriedades físico-químicas como hidrossolubilidade, o 
tamanho molecular e a difusibilidade, os autores sugerem que a ausência de solubilidade da 
quercetina em água deva justificar sua baixa capacidade de penetração na pele. Dessa forma, 
mesmo quando incorporada em uma formulação com baixa afinidade pela quercetina, ou seja, 
com baixo conteúdo lipídico, essa tende a, no máximo, se acumular em nível de estrato 
córneo (S
AIJA et al., 1998; CASAGRANDE  et al., 2007). Dessa forma, pode-se especular 
alguma semelhança entre a quercetina e os metabólitos presentes no extrato, flavonóides ou 
não, que não conseguiram atravessar a barreira do estrato córneo, sendo lavados ou ficando 
acumulados nessa camada. 
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Gráfico 8: Distribuição percentual do verbascosídeo acumulado nas diferentes camadas cutâneas (estrato córneo, 
epiderme e derme), no líquido receptor e não absorvido (recuperado na lavagem), em diferentes formulações 
(nanoemulsão o/a e microemulsão a/o) e solubilizado em metanol, após 24h. 
 
 
Além de conhecer o perfil de absorção cutânea do extrato EFL de C. chelidonioides o 
estudo foi realizado visando a comparação entre as duas formas farmacêuticas de uso tópico 
propostas, uma nanoemulsão óleo/água e uma microemulsão água/óleo. Não foi possível 
identificar a presença de verbascosídeo na camada mais profunda, derme, nas células tratadas 
com nenhuma das formulações, diferente do observado para o extrato solubilizado em 
metanol. No entanto, foi possível alcançar, com a administração da microemulsão, o maior 
efeito reservatório de verbascosídeo no tecido alvo proposto, a epiderme. Certa quantidade de 
verbascosídeo oriundo da administração da nanoemulsão também foi identificada na 
epiderme, mas com valores significativamente diferentes (teste t-student; p < 0,01). Baseado 
na concentração calculada de verbascosídeo no extrato (14,5%) foi possível determinar a 
concentração desse metabólito no tecido alvo, a epiderme, após o tratamento com as duas 
formulações, a microemulsão (51,3 
g/mL) e a nanoemulsão (21,1 g/mL). Tais resultados 
demonstram que de fato, a microemulsão é, dentre as fórmulas avaliadas, aquela capaz de 
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levar aos efeitos farmacológicos desejados. A concentração de verbascosídeo acumulada 
nessa camada cutânea é bem superior à CE
50
 calculada para esse metabólito frente ao HSV-2-
ACVr (CE
50
 = 16,72 g/mL), podendo-se esperar 100% de inibição viral. Da mesma forma, 
tal concentração de verbascosídeo mostra-se segura quanto à toxidade, baseado nos resultados 
de citotoxidade da substância isolada frente às células Vero, tendo-se determinado sua CC
50
 
como superior a 200 
g/mL. 
 
No tratamento com a nanoemulsão percebeu-se, efetivamente, um efeito reservatório 
do fenilpropanóide glicosilado no estrato córneo, sem diferença significativa, no entanto, em 
comparação com os valores observados com a microemulsão (teste t-student; p > 0,05). De 
uma maneira em geral, torna-se nítida a diferença de absorção cutânea promovida pelas 
formulações, sendo possível perceber que a microemulsão atuou favorecendo ainda mais a 
passagem do marcador do que a nanoemulsão, em virtude da concentração desse recuperada 
no líquido de lavagem. Embora sejam sistemas totalmente diferentes, ambos os tipos de 
emulsões testados apresentam características próprias como a disperção de gotículas de 
diâmetros muito pequenos no caso das nanoemulsões, ou estruturas bicontínuas como as 
microemulsões. Segundo a literatura, essas características são consideradas como um dos 
principais responsáveis pelo alto potencial enquanto promotores de absorção atribuídos à 
esses tipos de emulsões (M
ARTINI, 2003; SADURNI  et al., 2005). Além disso, o alto poder 
solubilizante da microemulsão permite veicular substâncias tanto lipofílicas como 
hidrofílicas, tais como as presentes no extrato etanólico estudado. Em função da sua fase 
contínua oleosa, é capaz de aumentar um pouco o caráter lipofílico das substâncias polares, 
influenciando consideravelmente a difusão das substâncias através do tecido cutâneo, 
principalmente na camada córnea. Seu alto conteúdo lipofílico, óleo de parafina, deve atuar 
também promovendo a absorção, modificando a coesão das bicamadas lipídicas do estrato 
córneo, aumentando a fluidez intercelular (M
ARTINI, 1996; SINTOV & BOTNER, 2006). Pode-
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se afirmar, portanto, que, em virtude do alvo farmacológico trabalhado, a microemulsão 
água/óleo produzida é de maior interesse por ser capaz de promover a absorção percutânea do 
verbascosídeo presente no extrato etanólico de flores de C. chelidonioides em concentração 
bem superior à CE
50,
 levando ao efeito reservatório na epiderme proposto inicialmente. 
 
A comparação entre os cromatogramas obtidos nos quatro comprimentos de onda 
usados foi auxiliar na análise qualitativa do ensaio, podendo-se observar a passagem de outras 
substâncias do extrato diferentes do verbascosídeo, ainda que em pequenas quantidades. Os 
Cromatogramas 6, 7 e 8 mostram a análise da microemulsão e da nanoemulsão contendo 5% 
do extrato EFL (13 mg/L) em comparação com a respectiva base (branco) e as oito células de 
Franz tratadas com o produto em questão, para a epiderme (em 325 e 420 nm) e a derme (em 
325 nm). As setas em preto indicam os sinais referentes a outros metabólitos secundários do 
extrato, não identificados, que puderam ser encontrados após a passagem transdérmica, tanto 
na epiderme quanto na derme. A presença do verbascosídeo nas frações relativas à epiderme é 
evidenciada pelas setas em vermelho. 
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Cromatograma 6: Comparação dos cromatogramas da microemulsão e da nanoemulsão a 5% de extrato etanólico 
de flores (EFL) de C. chelidonioides, das frações da epiderme tratadas e com a base (branco) após 24 horas, em 
325 nm. 
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Cromatograma 7: Comparação dos cromatogramas da microemulsão e da nanoemulsão a 5% de extrato etanólico 
de flores (EFL) de C. chelidonioides, das frações da epiderme tratadas e com a base (branco) após 24 horas, em 
420 nm. 
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Cromatograma 8: Comparação dos cromatogramas da microemulsão e da nanoemulsão a 5% de extrato etanólico 
de flores (EFL) de C. chelidonioides, das frações da derme tratadas e com a base (branco) após 24 horas, em 325 
nm. 
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Análise por histoquímica - A análise por histoquímica através de secções verticais 
da pele tratada foi útil como um método auxiliar, semi-quantitativo, pois pôde dar uma 
indicação da distribuição da substância teste vindo a reforçar os resultados encontrados na 
análise quantitativa. Além disso, pôde-se confirmar a semelhança histológica entre as peles 
suína e humana, reafirmando com isso a possibilidade de extrapolação dos resultados obtidos 
nos testes in vitro, assim como o descrito por Fernandez e colaboradores (2000). Essa 
observação tem sido corroborada por outros investigadores que, após demonstrar a correlação 
entre os resultados obtidos in vitro e in vivo, sugeriram a preferência pelo modelo com pele de 
porco graças à sua maior viabilidade e facilidade de preparação, em comparação com o uso de 
pele humana obtida a partir de cirurgias ou cadáveres (F
ERNANDEZ et al., 2000). A Figura 21 
a seguir mostra um conjunto de fotos que evidencia tal semelhança: (1) fotomicrografia 
(120x) de pele delgada humana mostrando a epiderme e a derme, evidenciando as diferentes 
camadas que as constituem; (2) microscopia óptica (60x) de um corte histológico de pele 
delgada humana fixado com parafina e corado com hematoxilina e eosina, sendo possível 
identificar as camadas da pele e alguns anexos cutâneos, como folículos pilosos e glândulas 
sebáceas; (3 e 4) microscopia de fluorescência (10x) do corte histológico de pele de porco 
(orelha), usadas no teste de passagem transdérmica, corado com hematoxilina e eosina. Em 3 
e 4 é possível verificar, da mesma forma que nas anteriores, principalmente em 2, a epiderme, 
podendo-se diferenciar o estrato córneo delgado dos demais (indistinguíveis neste tipo de 
análise), a derme, folículos pilosos e glândulas sebáceas. Em função dos cortes terem sido 
perpendiculares à superfície, fica nítido, em ambos os tipos de pele, o limite irregular entre a 
derme e a epiderme, sendo possível observar numerosas protusões digitiformes, conhecidas 
como papilas dérmicas, que se projetam para a superfície inferior da epiderme situada acima e 
são complementadas por invaginações epidérmicas semelhantes, as cristas epidérmicas, que 
se projetam para a derme (R
OSS & ROMRELL, 1993). 
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Figura 21: Comparação entre cortes histológicos de pele delgada humana e suína evidenciando a semelhança 
entre elas: (1) fotomicrografia (120x) de pele humana; (2) microscopia óptica (60x) de pele humana fixado com 
parafina e corado com hematoxilina e eosina; (3 e 4) microscopia de fluorescência (10x) de pele de porco. 
Legenda 
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Ao observar as fotos a seguir é possível perceber a diferença de intensidade da 
fluorescência nas células tratadas em comparação com o controle, onde foi administrado 
apenas metanol (Foto 28). Além disso, as peles tratadas com o verbascosídeo (Foto 29) 
apresentaram no geral menor fluorescência do que as tratadas com o extrato de C. 
chelidonioides, quer seja solubilizado em metanol (Foto 30) ou nas formulações (Fotos 31 e 
32). Tal fato corrobora com os dados discutidos anteriormente onde o verbascosídeo isolado 
havia apresentado a menor taxa de absorção, independente de ter sido identificado em todos 
os compartimentos analisados. A existência de outros derivados do ácido caféico presentes no 
extrato bruto é um fato que não deve ser negligenciado e que explica, de outra forma, a 
diferença de intensidade observada. Marti-Mestres e colaboradores (2007) mostraram através 
de visualização da fluorescência a distribuição do ácido caféico e seu derivado, o ácido 
clorogênico, em todas as camadas da pele, principalmente no orifício folicular. O 
fenilpropanóide glicosilado, oraposídeo, no entanto, mostrou-se acumulado em nível de 
estrato córneo, não sendo evidenciada fluorescência nas demais camadas do tecido. Essa 
diferença foi atribuída pelos autores à diferença de peso molecular e lipofilicidade. A cinética 
da passagem percutânea desses metabólitos demonstrou a relação proporcional entre o fluxo 
de penetração das substâncias e esses parâmetros intrínsecos às moléculas (M
ARTI-MESTRES 
et al., 2007). 
Em relação às formulações propostas percebe-se um efeito reservatório maior em 
nível de estrato córneo quando tratada com a nanoemulsão, conforme observado na análise 
quantitativa, embora não seja muito evidente a diferença de intensidade na epiderme. Vale 
ressaltar a fluorescência observada em diversas fotos, nas regiões dos anexos cutâneos, sendo 
os folículos pilosos mais facilmente observados, confirmando assim a importância dessa via 
de penetração percutânea. O mesmo foi observado por Marti-Mestres e colaboradores (2007) 
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que, com um aumento de 100x puderam também identificar fluorescência em torno dos 
corneócitos após o tratamento com ácido clorogênico (M
ARTI-MESTRES et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foto 28: Corte histológico de pele suína do grupo controle tratado apenas com metanol, após 24 horas. 
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Foto 29: Corte histológico de pele suína do grupo controle tratado apenas com verbascosídeo, após 24 horas. 
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Foto 30: Corte histológico de pele suína do grupo tratado com EFL em metanol, após 24 horas. 
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Foto 31: Corte histológico de pele suína do grupo tratado com a nanoemulsão, após 24 horas. 
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Foto 32: Corte histológico de pele suína do grupo tratado com a microemulsão, após 24 horas. 
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CONCLUSÕES 
1. O estudo químico de Calceolaria chelidonioides, espécie até então inédita, evidenciou a 
riqueza dessa planta em metabólitos da via do ácido chiquímico e de origem biossintética 
mista, sendo possível identificar pela primeira vez nas espécies desse gênero flavonóides 
glicosilados. 
2. A composição do óleo essencial foi pela primeira vez estudada para uma espécie do gênero 
Calceolaria, mostrando como componente majoritário o diterpeno biformeno além de outros 
dois diterpenos, um sesquiterpeno e um esteróide. 
3. A partição em acetato de etila do extrato etanólico dos caules evidenciou a presença de dois 
fenilpropanóides glicosilados, calceolariosídeos A e B, e uma flavona aglicona, apigenina. A 
partir da partição em acetato de etila do extrato etanólico das flores foi possível isolar e 
identificar o fenilpropanóide glicosilado, verbascosídeo, e o flavonóide glicosilado, rutina. O 
estudo da partição butanólica do extrato etanólico de folhas e flores demonstrou a presença de 
um segundo flavonóide glicosilado, isoramnetina 3-O-glicosídeo. 
4. Os ensaios toxicológicos realizados com macrófagos e linfócitos evidenciaram a segurança 
no uso dos extratos etanólicos de folhas e flores (EFFL) e de flores (EFL) de Calceolaria 
chelidonioides indicando certa estimulação celular específica sobre os macrófagos. Os demais 
testes realizados in vitro e in vivo, asseguraram o uso do extrato EFL em preparações para uso 
tópico, havendo a necessidade de estudos futuros de toxidade oral. EFL mostrou segurança 
também quanto ao potencial genotóxico, não sendo capaz de induzir mutagenicidade nos 
modelos testados. 
5. Os testes farmacológicos realizados indicam o potencial que essa espécie tem em sintetizar 
substâncias com propriedades biodinâmicas, podendo-se sugerir uma grande relação entre os 
metabólitos especiais identificados e as atividades evidenciadas. 
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6. As metodologias in vitro usadas para avaliar o potencial antioxidante dos extratos de 
Calceolaria chelidonioides demonstraram a especificidade dos metabólitos presentes nos 
extratos em relação aos diversos radicais formados. 
7. No modelo do DPPH, embora nenhuma amostra testada tenha demonstrado atividade 
superior ao extrato padronizado de Ginkgo biloba (EGb761
®
) usado como controle, todos os 
extratos de C. chelidonioides apresentaram certa capacidade de seqüestrar os radicais livres 
formados nas maiores concentrações testadas, sendo o extrato de folhas e flores (EFFL) o 
mais ativo. 
8. No método de análise da atividade antioxidante com Saccharomyces cerevisiae apenas o 
extrato EFL foi testado, evidenciando certa especificidade por radicais peróxidos, sem 
apresentar atividade frente aos radicais superóxidos. 
9. Quanto à atividade antimicrobiana, os extratos etanólicos de flores (EFL) e o de folhas (EF) 
de  Calceolaria chelidonioides mostraram interessante atividade frente à cepa de S. aureus 
resistente à meticilina (MRSA), principal responsável pela infecção hospitalar. 
10. A principal atividade farmacológica identificada para os extratos e partições de 
Calceolaria chelidonioides nesse trabalho foi contra o vírus Herpes simplex. Foi evidenciado, 
em geral, certa especificidade dos extratos e partições contra o HSV-2. Dentre os testados, 
apenas 27% demonstraram percentual de inibição viral inferior a 90% frente ao HSV-2 
enquanto que apenas 7% apresentaram esse mesmo percentual anti HSV-1, correspondendo a 
apenas uma amostra dentre as testadas, a partição em acetato de etila do extrato etanólico das 
flores (AEFL). 
11. A expressiva atividade do verbascosídeo contra o vírus Herpes simplex tipo 2 e a ausência 
de efeito citotóxico pela metodologia utilizada, sugerem o uso dessa substância no tratamento 
de infecções causadas por esse vírus. 
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12. Nesse trabalho foi possível identificar a concentração de verbascosídeo presente na 
CMNT do extrato EFL, sendo possível relacionar sua atividade anti HSV-2 ao teor de 
verbascosídeo. A atividade anti HSV-2 tanto do extrato EFL como da partição AEFL parece 
ser fruto de uma sinergia entre o verbascosídeo e a rutina, enquanto que a atividade frente ao 
HSV-1 deve se dar, preferencialmente, por ação da rutina. 
 
13. A partir dos resultados obtidos nos testes farmacológicos e toxicológicos e baseado na 
viabilidade econômica foi possível escolher o extrato de maior interesse farmacêutico para ser 
veiculado em formulações de uso tópico. O estudo dos mecanismos de ação do extrato 
escolhido, EFL, frente ao HSV-2 demonstrou sua aplicação na profilaxia, tanto de infecção 
primária, como recorrente por esse vírus. 
 
14. Através do desenvolvimento tecnológico farmacêutico foi possível propor duas 
formulações estáveis para uso tópico contendo o extrato EFL a 5%, sendo uma nanoemulsão 
óleo / água e uma microemulsão água / óleo. 
 
15. A nanoemulsão contendo o extrato a 0,5% apresentou potencial de hidratação cutâneo, 
mostrando-se tão eficaz quanto um dos controles usados, o creme Nivea Soft
®
 “Hidratação 
Intensa” da Nivea
®
. No entanto, os metabólitos presentes no extrato parecem atuar 
competindo com a água pelos sítios de ligação com as moléculas do fator de hidratação 
natural da pele de certa forma que, ao ser incorporado na nanoemulsão base formulada, essa 
apresenta potencial de hidratação reduzido. 
 
16. A partir da metodologia analítica desenvolvida para os testes de penetração cutânea foi 
possível determinar o percentual de verbascosídeo presente no extrato EFL de Calceolaria 
chelidonioides. 
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17. Uma vez definidas as formulações, essas puderam ser avaliadas quanto à passagem 
transdérmica utilizando o verbascosídeo como marcador. Dentre as formulações propostas, a 
microemulsão foi capaz de levar à formação de um reservatório de verbascosídeo em nível de 
epiderme. Além disso, foi possível evidenciar que a concentração do ativo acumulada nessa 
camada cutânea foi bem superior à CE
50
 identificada para o metabólito isolado contra o HSV-
2, podendo-se concluir com isso, que a microemulsão formulada é capaz de levar aos efeitos 
farmacológicos desejados. 
18. A análise por histoquímica foi importante para corroborar com os resultados obtidos na 
análise quantitativa, além de demonstrar a importância da via dos anexos cutâneos na 
penetração do verbascosídeo através da pele. 
19. Não foi possível, no entanto, avaliar a atividade anti HSV-2 das formulações propostas 
pela ausência de uma metodologia compatível, havendo com isso a necessidade de futuros 
estudos. 
20. Pode-se ainda propor a futura padronização do teor de verbascosídeo e rutina do extrato 
etanólico de flores de Calceolaria chelidonioides, definindo suas concentrações de forma a 
otimizar as atividades anti Herpes simplex (principalmente o tipo 1) e antioxidante, mantendo 
a baixa toxidade. 
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