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RESUMO

A espécie vegetal Matricaria recutita L. (Asteraceae), conhecida popularmente por
camomila, possui amplo uso na industria de medicamentos, cosmeéticos e alimentos.
Estudos realizados mostram que esta planta apresenta efeito antiinflamatério,
espasmolitico, sedativo, antibacteriano e antifingico atribuidos, sobretudo, a duas
classes de compostos: terpenos e flavondides. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver preparacdes semi-solidas com extrato de camomila, utilizando um
promotor de penetracdo, avaliando a atividade antiinflamatéria topica in vivo.
Utilizou-se o capitulo floral da camomila para preparacéo do extrato pelo método de
maceracao com liquidos extratores como etanol 95% e propilenoglicol. Uma parte
da solucéo extrativa etandlica de camomila foi concentrada, obtendo o extrato bruto
de camomila. Todos os extratos preparados foram caracterizados por cromatografia
em camada delgada utilizando como padrdes: apigenina, quercetina e luteolina,
flavondides presentes na camomila. Empregaram-se trés tipos de polimeros para
preparacdo dos géis: o carbopol 940P, a hidroxietilcelulose (Natrosol® 250) e
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo a solucdo extrativa etandlica de
camomila nas concentracfes 3% e 5%. O extrato bruto de camomila, apés levigacao
em etanol 95%, foi incorporado no gel carbopol nas duas diferentes concentragdes
(3% e 5%). As preparacOes foram submetidas aos estudos de estabilidade preliminar
(estresse térmico) e acelerada (armazenamento em temperatura ambiente, 5 + 2<C,
37 £+ 2C e 50 = 2T), avaliacdo do pH, caracteristi cas organolépticas,
comportamento da viscosidade e andlise microbiologica. Das formulagdes
submetidas ao ensaio acelerado de estabilidade, as preparacbes com gel de
carbopol mostraram-se mais estaveis que os demais géis formulados. Tanto o gel de
natrosol como gel de HPMC nas diferentes concentracbes de solucdo extrativa
etandlica, ndo se mantiveram estaveis, quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas. O teste de estabilidade microbiolégica, pelo método contagem
microbiana por profundidade, do gel de carbopol, gel SEEC 3%, gel SEEC 5%, gel
EBC 3% e gel EBC 5%, demonstrou que os conservantes utilizados na preparacao
das formulagBes desempenharam atividade bactericida e antifungica. O potencial de
irritacdo cutanea das formulacdes foi verificado por meio do teste de irritagdo
priméria de pele em coelhos e observou-se que os géis de carbopol com solugéo
extrativa etandlica e extrato bruto em ambas concentra¢cdes quando aplicados na
pele intacta ndo provocou irritagdo. Na pele abrasiva gel SEEC 3%, gel EBC 3% e
gel EBC 5% causou irritacdo pouco perceptivel, sem relevancia. A atividade
antiinflamatoria foi avaliada pelo método de edema de pata induzido por injecédo de
carragenina em ratos. Gel SEEC 3%, gel SEEC 5%, gel EBC 3% e gel EBC 5%, com
e sem promotor de penetracdo, foram aplicados topicamente no dorso do animal.
Como controle positivo aplicou-se diclofenaco sédico (Voltaren Emulgel®) e controle
negativo o gel de carbopol (com e sem promotor de penetracdo). Algumas
formulacbes ndo apresentaram atividade antiinflamatéria significativa, porém as
formulagcbes gel EBC 5% sem LSS e gel EBC 3% com LSS apresentaram valores
significativos.

Palavras-chave: Matricaria recutita L.. Apigenina. Gel. Teste de estabilidade.
Atividade antiinflamatoria.
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ABSTRACT

The Matricaria recutita L. (Asteraceae) is popularly known as chamomile. It is largely
used in the drug industry, cosmetics and food. Studies have demonstrated that this
plant presents anti-inflammatory, spasmolytic, sedative, antibacterial and antifungal
effects due to the action of particularly two classes of components: terpenoids and
flavonoids. The objective of this work is to develop semi-solid preparations with
chamomile extract, using penetration promoter in order to evaluate the anti-
inflammatory topical activity in vivo. Chamomile flower heads (capitulum) were used
to prepare the extract obtained by maceration method with extractor liquids as
ethanol 95% and propylene glycol. One part of the chamomile extractive ethanolic
solution was concentrated obtaining the crude extract of chamomile. All extracts
prepared were characterized by thin layer chromatography (TLC) using as standard:
apigenin, quercetin and luteolin, flavonoids present in chamomile. Three types of
polymers were used for preparing the gels, as carbopol 940P, hydroxyethylcellulose
(Natrosol® 250) and hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) containing the chamomile
extractive ethanolic solution at 3% and 5% concentration. After levigation in ethanol
95%, the chamomile crude extract was incorporated into the gel carbopol in two
different concentrations (3% and 5%). The preparations were submitted to
preliminary studies of stability (thermal stress) and accelerated (storage at ambient
temperature, 5 £ 2°C, 37 £ 2°C and 50 * 2°C), ev aluation of pH, organoleptics
characteristics, viscosity behavior and microbiological analysis. Among the
formulations submitted to accelerated stability test, preparations with the carbopol gel
demonstrated more stable than the other gels formulated. Both gels natrosol and
HPMC in different concentrations of extractive ethanolic solution have not maintained
stability considering the physical-chemical and organoleptics characteristics. The
microbiological testing of stability, using the method of microbial depth counting, for
the carbopol gel, gel SEEC 3%, gel SEEC 5%, gel EBC 3% and gel EBC 5%,
showed that the preservatives used in the preparation of formulations played
antibacterial and antifungal activities. With regard to potential skin irritation, the
formulations were evaluated of primary skin irritation in rabbits and it was observed
that the gels of carbopol with extractive ethanolic solution at 3% and 5%
concentration when applied to intact skin did not cause irritation. In the abrasive skin
the gel SEEC 3%, gel EBC 3% and gel EBC 5% caused little apparent irritation,
without relevance. The anti-inflammatory activity was evaluated using carrageenan
induced oedema method in rats foot. Gel SEEC 3%, gel SEEC 5%, gel EBC 3% e gel
EBC 5%, with and without penetration promoter were applied topically on the back of
the rats. Diclofenac sodium (Voltaren Emulgel®) was applied as positive control and
the gel without carbopol chamomile (with and without penetration promoter) as
negative control. Some formulations did not present significant anti-inflammatory
activity, however the formulations gel EBC 5% without LSS and gel EBC 3% with
LSS presented significant values.

Key words: Matricaria recutita L.. Apigenin. Gel. Test of stability. Anti-inflammatory
activity.



1 INTRODUCAO

O emprego de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (VEIGA JUNIOR et al., 2005). A sua utilizacdo é préatica baseada na
crenca popular e nas varias formacdes culturais que as usam cOmMO recurso
terapéutico. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no inicio da década
de 1990, cerca de 65-80% da populacdo mundial que viviam em paises em
desenvolvimento dependiam essencialmente das plantas medicinais para seus
cuidados primarios de saude (AKERELE, 1993). Atualmente, 80% da populacao
mundial usufruem de medicamentos que sdo derivados de plantas (BHATTARAM et
al., 2002).

Os produtos naturais tém sido considerados importante ferramenta na
descoberta de novos medicamentos (STROHL, 2000), pois as plantas sao fontes de
produtos naturais biologicamente ativos, constituindo-se, muitas vezes, em modelos
para a sintese de grande numero de farmacos.

Nos ultimos anos tem-se evidenciado aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular. Tal valorizagcdo das plantas ocasionou um
crescimento na procura de informagdes comprovadas cientificamente sobre sua
seguranca e eficacia terapéutica (NIERO et al., 2003). O emprego de técnicas
modernas de farmacologia, bioquimica, toxicologia e de biologia molecular renovou o
interesse na procura de novos medicamentos ou de prototipos de novos farmacos a
partir de produtos naturais (CALIXTO, 2000; CALIXTO et al., 2000).

Estudos cientificos envolvendo espécies vegetais, suas indicacbes e contra-
indicacdes, podem proporcionar aos fitoterapicos maior nivel de aceitacdo médica,
respaldados pela comprovacdo de sua eficacia terapéutica, seguranca e qualidade,
por meio de experimentos farmacolégicos pré-clinicos e clinicos.

Existe uma tendéncia atual de incorporagdo de extratos vegetais em
produtos dermatolégicos e cosméticos, que devem ser padronizados, exigindo
rigoroso estudo da composicao da planta ou das plantas que os compdem. Segundo
Sonaglio e colaboradores (2004), nesses extratos as matérias-primas vegetais
incorporadas podem ser sélidas, como extrato seco e pos; semi-solidas, como



extrato mole; ou liquidas, como soluc¢des extrativas nos mais diversos sistemas de
solventes.

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-se a
Matricaria recutita L. mais conhecida como camomila, pertencente a familia
Asteraceae. Seus capitulos florais tém sido utilizados largamente na medicina
tradicional ha séculos, devido a sua propriedade antiinflamatéria, espasmolitica,
sedativa, antibacteriana e antifingica (MAZOKOPAKIS et al., 2005). Os mais
importantes constituintes da camomila sdo os sesquiterpenos e flavonoides. A
apigenina é quantitativamente o mais abundante flavondide encontrado na camomila
e contribui para as propriedades farmacoldgicas da planta (SVEHLIKOVA et al.,
2004).

Em decorréncia do efeito antiinflamatorio e da baixa toxicidade demonstrado
pela camomila na forma de infusdo, extratos, tinturas, ja constatadas em estudos
anteriores, o presente trabalho buscou: (1) obter extratos de camomila; (2) verificar a
presenca dos flavonodides: apigenina, quercetina e luteolina nos extratos obtidos; (3)
desenvolver formas farmacéuticas semi-solidas gelificantes contendo promotor de
penetracdo e extrato de camomila; (4) avaliar a estabilidade fisica, fisico-quimica e
microbiolégica das preparacoes; (5) avaliar o potencial de irritacdo cutdnea das
formulacdes; (6) avaliar a atividade antiinflamatoria in vivo comparando com o gel de
diclofenaco sédico (Voltaren Emulgel®).

Os antiinflamatorios néo-esteréides (AINES) sdo uma das classes
terapéuticas mais consumidas no mundo. Praticamente todos os AINES disponiveis
no momento, podem apresentar efeitos indesejaveis significativos (RANG et al.,
2003). Esse fato certamente influenciou no estudo e desenvolvimento de
formulacfes topicas, em geral na forma de géis ou cremes, pois a via cutanea é
muitas vezes usada como alternativa de tratamento, diminuindo assim os efeitos
adversos que o medicamento de uso sistémico pode provocar.

Pelo exposto, justifica-se a importancia da realizacdo deste estudo para
avaliar o uso desta planta como um possivel fitoterapico com acédo antiinflamatoria

para uso topico.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Matricaria recutita L. (Asteraceae)

2.1.1 Caracteristicas gerais

A Matricaria recutita L., pertencente a familia das Asteraceae, é considerada
uma das plantas mais utilizadas no mundo (PRESIBELLA et al., 2006; PAULSEN,
2002; BALAZS & TISSERAND, 1998; SARIC et al., 1997). Apresenta também outras
sinonimias cientificas como Camomila recutita L. Rauschert, Matricaria camomila L.
(FONSECA et al.,, 2007; MCKAY & BLUMBERG, 2006; GANZERA et al., 2006;
FRANKE & SCHILCHER, 2005; CARVALHO, 2004; BARENE et al., 2003). E
conhecida vulgarmente como camomila alem&, camomila comum, camomila vulgar,
camomilinha, macanilha, macela, manganilha, marcela galega, matricaria, dentre
outros (FRANKE & SCHILCHER, 2005; COSTA & DONI, 2002).

Conhecida desde a antiglidade € mencionada nos trabalhos de Dioscérides,
Hipdcrates e Galeno. A camomila e suas preparagfes estdo incluidas em muitas
Farmacopéias. Em 1882, pela primeira vez a camomila foi citada na Farmacopéia
Alema e desde entdo se encontra em Farmacopéias de varios paises (FRANKE &
SCHILCHER, 2005).

A familia Asteraceae possui distribuicdo cosmopolita, sendo a maior familia
Eudicotiledbneas, com aproximadamente 1.600 géneros e 23.000 espécies. No
Brasil a familia também esta representada, ocorrendo aproximadamente 300
géneros e 2.000 espécies (SOUZA & LORENZI, 2005).

Matricaria recutita L. € uma planta herbacea, anual, nativa no norte da
Europa e no centro dos paises europeus. E especialmente abundante na Europa
Oriental e também encontrada no oeste da Asia, regides do Mediterraneo, norte da
Africa e Estados Unidos, é cultivada em muitos paises (FRANKE & SCHILCHER,
2005). Mais recentemente, América do Sul e Australia (FONSECA et al., 2007).

Com 20 a 50 centimetros de altura, ereta, a planta apresenta cheiro
aromatico e agradavel; sabor acre e amargo (GANZERA et al., 2006).

Na descricdo macroscopica a camomila apresenta-se como capitulos
longamente conicos, com flores marginais liguladas e femininas, em nimero de dez

a vinte e, em geral, com 6 a 9 mm de comprimento; a ligula é branca, eliptica,



oblonga, tridenteada no vértice e percorrida por quatro nervuras. As flores internas
ou do disco sdo hermafroditas, numerosas, em média com 2 mm de comprimento de
corola amarela, tubulosa, pentadenteada e mostram cinco estames com as anteras
unidas; do tubo sobressai a ponta do estilete com dois estigmas recurvados. O
receptaculo é nu, cbnico, medindo até 6 mm de comprimento, desprovido de
palhetas e oco no seu interior. O involucro € céncavo e formado de trés fileiras de
bracteas, cujo numero varia de vinte a trinta. As bracteas sao lanceoladas, obtusas,
amareladas, largamente escariosas, inteiras no vértice e atingindo 2,5 mm de

comprimento, conforme Figura 1 (OLIVEIRA et al., 1996).

Figura 1. Inflorescéncias de Matricaria recutita L., cultivada na Chacara 21 —
Nucleo Rural Vargem Bonita (Brasilia — DF) - Farmacia Farmacotécnica
Ltda

Segundo Schulz e colaboradores (2002), a Matricaria recutita L. se distingue
das outras camomilas, principalmente da alergénica camomila romana
(Chamaemelum nobile = Anthenis nobilis), pelo receptaculo nos quais as pequenas
flores estdo posicionadas — ele é oco, e ndo solido como o das outras camomilas.
Carvalho (2004) acrescenta que a Matricaria recutita L. se distingue de outras
espécies do género Matricaria (familia Asteraceae) por apresentar trés
caracteristicas: as ligulas brancas dos capitulos curvam-se para baixo no final da
floracdo; o receptaculo é conico, oco e desprovido de bracteas entre as flores como
ja descrito acima; as folhas sao recortadas em finas lacinias. Em seus estudos,
Paulsen (2002) acrescenta que tanto a camomila alemd como a romana séo
importantes plantas medicinais e apesar da alegacdo de terem propriedades

similares, elas diferem quimicamente.



A parte da planta utilizada para fins terapéuticos € constituida dos seus
capitulos florais dessecados e estabilizados que apresenta 1,5 cm de diametro
(SOUZA et al., 2006; CARVALHO, 2004; BALAZS & TISSERAND, 1998; COSTA,
1975).

Os capitulos florais da Matricaria recutita L. tém sido utilizados largamente
na medicina tradicional ha séculos, devido a sua propriedade antiinflamatoria,
espasmolitica, sedativa, antibacteriana e antifingica (MAZOKOPAKIS et al., 2005).
Os terpenos camazuleno, a-bisabolol, bisabolol 6xido A e B e os flavondides sao
algumas das muitas substancias que déo a planta estas propriedades (FONSECA et
al., 2007; SVEHLIKOVA & REPCAK, 2006; MAZOKOPAKIS et al., 2005; RAMOS et
al., 2004; SVEHLIKOVA et al., 2004) incluindo também as cumarinas (MCKAY &
BLUMBERG, 2006).

Os componentes ativos podem ser divididos em um grupo lipofilico que séo
0s compostos do 6leo essencial e um grupo hidrofilico contendo particularmente os
flavondides e derivados. Os mais importantes constituintes destes grupos séo: a -
bisabolol, bisabolol — 6xidos, matricina e  — farneseno, apigenina e apigenina -7 -
glucosideo (KAISER et al., 2004).

Matricaria recutita L. € indubitavelmente uma das mais representativas
plantas medicinais. E cultivada em muitos paises porque ha grande interesse das
industrias farmacéutica, cosmética e alimento. Os capitulos florais de odor aromatico
sdo drogas antigas que tém sido utilizadas em terapia desde o século V a.C. até
hoje (SARIC et al., 1997). Infusbes e 6leo essencial do capitulo floral dessecado ou
fresco tém propriedades arométicas, flavorizante e corante. Ambos sao utilizados em
grande numero de produtos comerciais incluindo sabonetes, detergentes, xampus,
perfumes, lo¢des, Oleos e chas de ervas (MCKAY & BLUMBERG, 2006; SCALIA et
al., 1999).

Dependendo do solo aonde crescem, as plantas podem ter diferengas na
composi¢cdo quimica e podem carregar uma variedade de agentes potencialmente
contaminantes como: pesticidas, herbicidas, metais pesados que podem causar
toxicidade ou reacfes alérgicas em pessoas sensiveis. Controlar todos os passos da
producdo é importante, para assegurar que o produto comercial final tenha as
caracteristicas recomendadas pelas literaturas especificas de preparagdes
farmacéuticas. E para isso, 0s constituintes quimicos ativos necessitam estar

documentados. Neste contexto, & valioso registrar que formula¢cdes contendo



camomila estdo registradas em Farmacopéias de 26 paises do mundo
(PRESIBELLA et al., 2006).

No Brasil, a Matricaria recutita L. foi introduzida pelos imigrantes europeus
ha mais de 100 anos. Atualmente, € a planta medicinal com a maior area de cultivo e
com o maior envolvimento de pequenos produtores rurais. No pais produz-se o
suficiente para o consumo interno, cerca de 150 toneladas de capitulos florais por
ano, e se a producao aumentar e os capitulos produzidos forem de boa qualidade, &
possivel a exportacdo, principalmente para a Europa, onde o consumo é grande
(RAMOS et al., 2004).

2.1.2 Estudo fitoquimico

A revisdo sobre a fitoquimica da espécie Matricaria recutita L. popularmente
denominada camomila revelou que cerca de cento e vinte constituintes sao
identificados nas suas flores como metabdlitos secundarios (MCKAY & BLUMBERG,
2006; COSTA & DONI, 2002), incluindo vinte e oito terpendides, trinta e seis
flavondides e cinglenta e dois compostos adicionais com potencial atividade
farmacoldgica (COSTA & DONI, 2002).

Estudos fitoquimicos com Matricaria recutita L. demonstraram o isolamento e
identificacdo de compostos, como:

= Oleo volatil ou essencial (0,3% -1,5%) (RAMOS et al., 2004; SCHULZ et
al., 2002). O ¢6leo essencial compreende uma mistura complexa de sesquiterpenos o
- bisabolol, bisabolol - 6xido A, bisabolol - 6xido B, camazuleno e farneseno
(GANZERA et al., 2006; MAZOKOPAKIS et al., 2005; PAULSEN, 2002; SCHULZ et
al., 2002).

= Flavondides como: apigenina, luteolina, quercetina, apigetrina, apiina,
rutina e quercimetrina (GANZERA et al.,, 2006; MAZOKOPAKIS et al., 2005;
CHUDNICKA & MATYSIK, 2005; RAMOS et al., 2004; SVEHLIKOVA et al., 2004;
PAULSEN, 2002; SCHULZ et al., 2002; BALAZS &TISSERAND, 1998; SARIC et al.,
1997; NEWAL et al., 1996);

Segundo Wagner e Bladt (1996), os flavondides totais correspondem de

0,5% a 3%, sendo de apigenina-7-O-glucosideo ~ 0,45%.



= Cumarinas: umbeliferona (MULINACCI et al., 2.000; NEWAL et al., 1996)
e herniarina (MCKAY & BLUMBERG, 2006; MULINACCI et al., 2000; BALAZS &
TISSERAND, 1998);

= Espiroéteres (cis/trans-en-yn-dicicloeteres) (GANZERA et al.,, 2006;
MAZOKOPAKIS et al., 2005; BALAZS &TISSERAND, 1998; NEWAL et al., 1996;
WAGNER & BLADT, 1996);

= Acido antémico, colina (NEWAL et al., 1996);

= Rutina, acido cafeico, tanino (BALAZS &TISSERAND, 1998);

= Polissacarideos (MCKAY & BLUMBERG, 2006; GANZERA et al., 2006;
NEWAL et al., 1996);

» Mucilagens (CHUDNICKA & MATYSIK, 2005; SCHULZ et al., 2002);

= Aminoéacidos e acido graxos (MCKAY & BLUMBERG, 2006; NEWAL et
al., 1996).

A camomila contém muito pouco camazuleno, responséavel pela coloracéo
azul escura do 6leo essencial, sendo que a maior parte dele se forma a partir de seu
precursor incolor lactona sesquiterpénica, a matricina (procamazuleno), durante a
destilacdo a vapor. Estes compostos sdo responsaveis pela acdo antiinflamatoria,
antibacteriana, antiflogistica e antifingica (MCKAY & BLUMBERG, 2006; FRANKE &
SCHILCHER, 2005; SCHULZ et al., 2002; BALAZS &TISSERAND, 1998; NEWALL
et al., 1996).

2.1.3 Flavonoéides

Os flavondides sdo compostos polifendlicos amplamente distribuidos no
Reino Vegetal (ZUANAZZI, 2000; COSTA, 1975). Mais de 4.200 tipos deste grupo
de substancias foram descritos, aproximadamente (ZUANAZZI, 2000).

Todos flavondides apresentam em comum a origem, isto €, o processo de
sintese. Assim, sob o ponto de vista quimico, sdo compostos formados por um
nacleo fundamental benzopirano ou cromano unido a anel aromatico caracterizado
pelo esqueleto de carbono Cs-C3-Cs, como ilustrado na Figura 2. Sao subdivididos,
sucintamente, como segue: flavonol, flavona, catequina, flavana, flavanona,
antocianidina e isoflavondide (GUARDIA et al., 2001; BRUNETON, 1991; COSTA,
1975).



Figura 2. Representacdo esquematica dos flavondides (estrutura quimica geral)
(MANN, 2001)

Podem se apresentar ausentes de ligagdo com acucares (aglicona) ou no
estado ou forma glicosidica (glicésidos) (YAO et al., 2004; TREASE & EVANS,
1996).

Os flavondides sdo reconhecidos pela atividade protetora vascular, com
reducdo da permeabilidade e da fragilidade capilar (ROMANOVA et al., 2000).
Dentre os efeitos biolégicos, sédo citadas atividades: antimicrobiana, antiviral,
antiulcerosa, antineoplésica, antiinflamatéria, antioxidante, anti-hepatotoxica, anti-
hipertensiva, antialergénica, antienvelhecimento, antiagregacdo plaquetéria,
anticelulitica, antidiabética, dentre outras (WALLE, 2004; GUARDIA et al., 2001,
NARAYANA, et al.,, 2001; HARBONE & WILLIANS, 2000; DI CARLO et al., 1999;
FORMICA & REGELSON, 1995).

Em relacdo as plantas, os flavonoides atuam na prevencdo e danos
causados pela radiacdo ultravioleta como antioxidante, inibidores enzimaticos e
podem elevar a resisténcia contra insetos e microorganismos patogénicos
(HARBORNE, 1988).

Os flavondides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos galhos, raizes ou frutos. O mesmo composto pode ainda
apresentar diferentes concentracbes dependendo do oOrgdo vegetal em que se
encontra (ZUANAZZI, 2000).

Vérios flavonoides e outros compostos fendlicos tém sido identificados em
varias partes da flor de camomila: floreta ligulada, floreta tubulosa e receptaculos.
Apigenina (16,8%), quercetina (9,9%), patuletina (6,5%), luteolina (1,9%) e seus
glicosideos séo os flavonoides mais presentes na flor, embora suas concentracdes
variem nas diferentes partes. A concentracdo da apigenina é maior na floreta
ligulada (68%) do que na floreta tubulosa (0,9%) ou receptaculos (0,8%) (MCKAY &
BLUMBERG, 2006).



2.1.3.1 Apigenina

Apigenina, flavonoide da classe das flavonas, € umas das mais encontradas
em plantas (SIMOES et al., 1999). Foi identificada primeiramente em 1900 e
sintetizada em 1939 (LI et al.,, 1997). Na Matricaria recutita L. a apigenina é
guantitativamente o flavonéide mais abundante encontrado nas suas flores e
contribui para as propriedades antiinflamatoria, anticarcinogénica, antiespasmadica,
antiviral, antimutagénica (WAN et al., 2007; SVEHLIKOVA et al., 2004; SCHULZ et
al., 2002; ZEKOVIC et al., 1994).

Representada pela Figura 3, apigenina é relativamente menos toxica e ndo
mutagénica e também empregada na prevencao e tratamento do cancer de pele
(RICUPERO et al., 2001; RAMANOVA et al., 2000; LI et al., 1997).

Figura 3. Representacdo esquematica da apigenina (4',5,7-trinydroxyflavone)
CisH1005 PM 270,23 (LI et al., 1997)

A atividade espasmolitica da camomila é devida, principalmente, a presenca
dos flavonoides, especialmente a apigenina, apigenina-7-O-3-glucosideo e
derivados acetilados. Sao nas ligulas da camomila que se concentram mais estes
flavondides (ZEKOVIC et al., 1994).

Segundo Basly e colaboradores (2003), a apigenina é reconhecida pela sua
atividade farmacoldgica na medicina tradicional ou alternativa. A exposicdo humana
para apigenina ocorre pelo consumo da camomila e da presenca de apigenina como
glucosideo em muitas frutas e vegetais incluindo horteld-pimenta, aipo e salsa. Em
seus estudos, Li e colaboradores (1997) confirmam que apigenina é um flavondide

encontrado em vegetais e frutas.
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Os pesquisadores Wang e Huang (2004) verificaram que flavonois e
flavonas s@o encontrados em alimentos e apresentam atividade antioxidante e anti-
radical livre importante e que o consumo de alimentos contendo estes constituintes
reduz o risco de cancer e doenca cardiovascular.

A camomila apresenta uma valiosa quantidade natural de apigenina (840
mg/100 g em contraste com 9 mg/100 g presente na hortela-pimenta) (MCKAY &
BLUMBERG, 2006). A guantidade de apigenina glucosideo presente nas ligulas da
camomila (3-9%) é muito maior que a apigenina livre (0-0,5%) e apresenta acao
espasmolitica mais forte de sete a nove vezes que o glucosideo e 3,29 vezes maior
que papaverina (ZEKOVIC et al., 1994).

2.1.4 Estudos farmacologicos

Os modelos de avaliacdo de atividade biolégica utilizados para a
investigacdo de plantas medicinais fazem parte da pesquisa e desenvolvimento de
um novo medicamento desde os ensaios laboratoriais, triagens, testes pré-clinicos e
clinicos, aprovacdo em oOrgdos competentes, marketing até a comercializacdo
(SOUZA et al., 2003).

Diversos efeitos biolégicos tém sido descritos para Matricaria recutita L.
incluindo:

= Antiinflamatorio, antialérgico, antidiabético, anticancerigeno, antioxidante,
antimicrobiano, sedativo/ansiolitico, espasmolitico, antifingico, antiviral (FONSECA
et al., 2007; MCKAY & BLUMBERG, 2006; SVEHLIKOVA & REPCAK, 2006;
GANZERA et al., 2006; MAZOKOPAKIS et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2005;
RAMOS et al., 2004; SVEHLIKOVA et al., 2004; WANG & HUANG, 2004; BARENE
et al., 2003; PAULSEN, 2002; KOMANOVA et al., 2000; SCALIA et al., 1999;
BALAZS & TISSERAND, 1998; SARIC et al., 1997; MERFORT et al., 1994;
ZEKOVIC et al., 1994).

Os extratos etanolicos brutos e seus constituintes quimicos isolados
demonstraram efeitos antiinflamatérios. Os compostos foram testados, com
administracdo oral e topica, em modelos farmacolégicos padrédo de inflamacao
(eritema UV, edema de pata de rato induzido por carragenina, granuloma de bola de
algodao, artrite adjuvante em ratos). Os Unicos componentes que demonstraram

propriedades antiinflamatdrias mais intensas foram o camazuleno, a — bisabolol e
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flavonas como a apigenina, mas a maioria dos estudos mostra que 0s extratos
brutos foram mais ativos do que 0s componentes puros. As preparacdes de
camomila e seus constituintes isolados agiram principalmente nos mediadores
inflamatorios da cascata do acido araquidénico (SCHULZ, 2002).

Segundo Carvalho (2004), o efeito antiinflamatdrio dos compostos terpénicos
matricina, camazuleno, (-)-a-bisaboloxidos A e B, e (-)-a-bisabol em varios modelos
animais, tal como inibicdo do edema de pata de rato induzido por carragenina, tem
sido demonstrado, entretanto a sua atividade foi menor que da salicilamida.

No modelo de dermatite por 6leo de créton em camundongos, a aplicagdo
topica do extrato bruto de camomila, ou somente a fragdo flavonoidica, foi muito
efetiva em reduzir a inflamac&o. Apigenina e luteolina foram mais ativas que
indometacina e fenilbutazona. A diminuicdo da atividade corresponde a seguinte
ordem: apigenina > luteolina > quercetina > miricetina > apigenina -7- glicosideo
(FRANKE & SCHILCHER, 2005; CARVALHO, 2004).

Segundo Franke e Schilcher (2005), o uso tépico de camomila (Kamillosan® -
4% de extrato de camomila) tem sido testado para inflamacdo da pele associado
com dermatite ou eczema, radioterapia e eritema, comparando seu efeito com creme
de hidrocortisona (0,25%), fluorcortisona (0,75%), bufexamaco (5% - antiinflamatorio
nao-esteroidal). Em 161 pacientes com eczema nas méos, antebracos e parte
inferior da perna que usaram por trés a quatro semanas Kamillosan® foram
observados resultados téo efetivos quanto a hidrocortisona 0,25% e mais efetivo em
relacdo aos outros antiinflamatoérios esteroidais e ndo-esteroidais.

Mckay & Blumberg (2006) compararam o0s resultados da acao
antiinflamatoria entre o creme de camomila, a hidrocortisona 0,5% e o placebo
(veiculo do creme) em pacientes com grau médio de eczema atopica. O grupo
tratado com creme de camomila mostrou aproximadamente 50% de melhora no
prurido, eritema e descamacgéo em relacao ao grupo da hidrocortisona.

O extrato hidroalcodlico de camomila in vitro, inibiu as enzimas cicloxigenase
e 5-lipoxigenase (FRANKE & SCHILCHER, 2005; CARVALHO, 2004; SCHULZ,
2002) e também a producdo de prostaglandinas e leucotrienos, elementos
importantes na indugdo da inflamacédo. Os marcadores fitoquimicos bisabolol e 6xido
bisabolol apresentaram acao inibitéria sobre a 5-lipoxigenase, sendo o bisabolol o
mais ativo (FRANKE & SCHILCHER, 2005; CARVALHO, 2004). Alguns estudos tém

demonstrado um numero de flavondides que possuem efeitos inibitérios na
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cicloxigenase e/ou 5-lipoxigenase do metabolismo do acido araquidénico. Séo as
flavonas (apigenina, luteolina), flavondis (quercetina, miricetina), flavononas
(hesperidina), isoflavonas (genisteina, daidzeina) (ORHAN et al., 2007).

Segundo Zuanazzi (1999) flavonas e flavonois sédo flavonoides de origem
biossintéticas muito proximas. Os flavondis sao flavonas substituidas na posicéo C-3
por uma hidroxila. As flavonas e flavondis naturais sdo freqiientemente oxigenados,
substituidos com hidroxilas e/ou metoxilas. Para Escarpa e Gonzales (2001) em
alguns casos os flavonois aparecem na forma glicosilada e pelo menos 200
estruturas nado glicosiladas ja foram reportadas, entre elas quercetina, miricetina,
canferol e isoramnetina. As flavonas constituem a ultima classe em representacao
dos flavondides em alimentos. Entre os nao glicosilados a apigenina e luteolina sdo
0S mais comuns.

As flavononas constituem um grupo minoritario dos flavonoides distribuidos
em vegetais, exceto em frutas citricas que é o grupo de frutas que eles constituem a
maior parte dos polifendis. Entre as flavononas glicosiladas, a hesperidina, a
naringina e a narirutina sdo as mais comuns. Enquanto em frutas citricas as
flavononas estdo presentes fundamentalmente na forma né&o glicosilada, em outras
plantas prevalecem as estruturas glicosiladas com agucares mono e dissacarideos
(ESCARPA & GONZALES, 2001).

Com relacdo as isoflavonas, assim como as flavanonas e flavonas,
constituem a minoria dos compostos polifendis flavondides. Os isoflavondides
aparecem mais em plantas leguminosas. Entre os néo glicosilados a formononetina
e a genisteina sdo os mais comuns. Assim como a maioria dos flavondides, as
flavonas e isoflavondides podem aparecer tanto na forma glicosilada como na forma
nao glicosilada (ESCARPA & GONZALES, 2001).

O termo chalcona é utilizado para caracterizar uma familia de compostos
possuindo como nucleo fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca
de uma ligacdo olefinica, de um grupamento cetona e/ou de um grupo hidroxila.
Nesta classe, o0 nucleo A € numerado com numeros ordinarios seguidos de uma
linha () e o B com numeros ordinarios, contrariamente a maioria dos outros
flavondides. Isso é devido ao fato de que as primeiras chalconas identificadas foram
comparadas as acetofenonas, as quais € empregado este sistema de numeracao.
As chalconas sdo compostos precursores da via da biossintese dos flavondides.

Uma caracteristica marcante neste grupo, também verificada em auronas é a de
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apresentar pigmentacado amarela que passa a vermelha em meio alcalino. Chaconas
e auronas sao identificadas em geral nas mesmas plantas, tendo um papel
importante em sistemas ecoldgicos em funcdo das cores que produzem nos
vegetais. Chalconas sédo encontrados em diferentes 0rgaos vegetais, sobretudo nas
flores. Grande parte da cor amarela das planas € devido a presenca de carotenos,
mas em certos membros das familias Asteraceae, Oxalidaceae, Liliaceae entre
outras (ZUANAZZI, 1999).

Os compostos terpénicos matricina, camazuleno, (-)—a-bisaboloxidos A e B,
e (-)—a-bisabolol parecem ser o0s principais constituintes antiinflamatérios e
antiespasmodicos (FRANKE & SCHILCHER, 2005; CARVALHO, 2004).

Segundo trabalho publicado por Merfort e colaboradores (1994), a aplicacéo
topica de extrato hidroalcodlico dos capitulos florais da camomila é usada
externamente pela medicina popular contra inflamagao da pele e mucosa, possuindo
propriedade antiflogistica.

Aléem dos efeitos antiinflamatorios, os extratos etandlicos de camomila e os
flavondides isolados também exibiram propriedades antiespasmaédicas em modelos
como intestino de cobaia. Quando testada em espasmo do ileo isolado de cobaia
induzido por cloreto de bario, 10 mg de apigenina mostraram um potencial
antiespasmodico aproximadamente equivalente ao de 1 mg de papaverina
(SCHULZ, 2002). Papaverina € uma metilxantina que exerce seu principal efeito
sobre o musculo liso ndo-vascular (relaxamento do muasculo liso e em outros locais)
e sobre o sistema nervoso central (SNC) E utilizada pela medicina como
espamolitico, vasodilatador e no tratamento de impoténcia masculina (RANG et al.,
2003).

A camomila tem grande atividade antiespasmoddica na musculatura lisa do
intestino, devido a presenca do a-bisabolol e dos flavondides em particular a
apigenina (SAVINO et al., 2005; NEWALL et al.,, 1996). A quercetina e outros
flavondides, presentes na camomila apresentam propriedades antiinflamatoria,
antiviral, antioxidante e antimicrobiana (SILVA et al., 1995).

Mckay e Blumberg (2006) comentam que no estudo da motilidade basal,
exploracdo e atividade motora em camundongos Swiss, foi utilizado extrato aquoso
liofilizado de camomila preparado com a infusédo de 50 g das flores por 5 minutos em
1 litro de agua fervendo. Ao longo do tempo a motilidade foi reduzida 57,1% com 10

minutos de tratamento com 360 mg/kg de camomila intraperitonial e alcangou um
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méaximo de inibicdo de 92,1 - 97,5%, comparado com grupo controle, 1,5 - 2,5 horas.
No curto periodo de tempo atividade motora foi reduzida 90% com uma dose de 180
mg/kg intraperitonial. A atividade locomotora foi reduzida 46,0% e 56,5%, sendo a
administracado de camomila de 180 e 320 mg/kg, respectivamente.

A administragdo de 160 e 320 mg/kg intraperitonial de camomila
potencializou o sono induzido pelo hexobarbital em camundongos em 37,1% e
62,7% comparado com controle que recebeu 100 mg/kg de barbitirico. Em
camundongos, Viola e colaboradores (1995) testaram uma fracdo purificada do
extrato aquoso de camomila contendo apigenina administrado intraperitonialmente
para estudar o efeito ansiolitico, sedativo, atividade locomotora, miorrelaxante e
anticonvulsivante. Foi utilizado 3 mg/kg, uma dose similar usada por
benzodiazepinicos, mostrou que a apigenina aumentou o percentual de entradas e
tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz elevada (elevated pluz maze)
comportamentos indicativos de efeitos ansioliticos. Dose de 10 mg/kg ndo produziu
mudanca na atividade locomotora; 30 e 100 mg/kg mostraram uma reducao de 26%
e 46% na atividade e uma moderada diminuicdo no comportamento head-dipping
indicando um efeito sedativo moderado. Com 100 mg/ kg a apigenina ndo mostrou
um efeito miorrelaxante em contraste com 30 mg/kg do benzodiazepinico (diazepan).

2.1.5 Estudos toxicologicos

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes. Comparada a propriedade dos medicamentos usados nos
tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos pode
parecer desprezivel. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de plantas
medicinais € problema sério de saldde publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, as possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a acdo sinérgica
(interacdo com outras drogas) ocorrem comumente. As pesquisas realizadas para
avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sao
incipientes, assim como o controle da comercializacdo em feiras livres pelos 6rgéos
oficiais, mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).



15

A camomila é contra indicada em pacientes com sensibilidade ou alergia
conhecida a plantas da familia Asteraceae (CARVALHO, 2004; PAULSEN, 2002).

Alguns estudos tém mostrado os efeitos toxicos da camomila. Tem sido
observado que a ingestdo de cha de camomila pode causar reacfes alérgicas como
reacdo de hipersensibilidade e anafilaxia em individuos sensiveis. O cha quando
aplicado localmente pode causar conjuntivite alérgica e casos de dermatite de
contato foram também observados (FRAGOSO et al.,, 2008). Reacdes alérgicas
graves tém sido reportadas a camomila (MCKAY & BLUMBERG, 2006; PAULSEN,
2002; NEWALL et al.,, 1996) e tém sido atribuidas a sesquiterpenos lactonas
presente em pequena quantidade como a antecotulida (PAULSEN, 2002; SCHULZ
et al., 2002; NEWALL et al.,, 1996). Outra possivel causa de alergia pode ser a
presenca de cumarinas como a herniarina ou flavonoides. O bisabolol também tem
sido reportado como alergénico (PAULSEN, 2002).

Paulsen (2002) comenta que a composicéo das flores da camomila depende
do pais de origem. A camomila importada da Argentina pode conter grandes
amostras deste forte alergénico (sesquiterpenos lactonas antecotulida). Ja a
camomila da Europa contém leves tracos. As preparacdes medicinais de camomila
incluem: 6leo essencial, cha e extrato hidroalcdolico. Apesar da baixa solubilidade
do oleo essencial na 4gua, somente 30-45%, o cha contém os sesquiterpenos
lactonas.

Interacdes de drogas com a camomila tém sido pesquisadas. As cumarinas,
um constituinte da camomila, podem potencializar os efeitos da warfarina agindo
como um antagonista da vitamina K e interferindo no processo de coagulacao
sanguinea (FRAGOSO et al., 2008; MCKAY & BLUMBERG, 2006).

Devido ao efeito sedativo, a camomila tem o potencial de aumentar efeito
depressor do SNC de outras drogas sedativas como analgésicos opidides,
benzodiazepinicos ou alcool (MCKAY & BLUMBERG, 2006).

Em estudos realizados ndo foram observados efeitos mutagénicos em
ensaios utilizando Salmonella typbimurium da cepa TA 97a, TA 98, TA100, TA 104,
com ou sem ativacdo metabdlica e nem efeitos teratogénicos in vivo (CARVALHO,
2004).
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2.2 Gel

Géis sao sistemas semi-solidos que consistem na dispersdao de moléculas
grandes ou pequenas em um veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a
gelatina pela acdo de uma substancia a ele adicionada, como carboximetilcelulose
(ANSEL et al., 2000).

Existem duas classes de géis: géis hidrofébicos, nas quais suas bases
(oleogéis) geralmente consistem em parafina liquida com polietileno ou oleos
gordurosos gelificados com silica coloidal, sabdes de aluminio ou zinco e géis
hidrofilicos (hidrossoltveis, hidrogéis), cujas bases geralmente consistem em agua,
glicerol ou propilenoglicol gelificado com agentes gelificantes adequados como
tragacanto, amido, celulose, derivados, polimeros de carboxivinil e silicatos de
magnésio-aluminio (GENNARO, 2004).

Os géis hidrossoluveis tém sido muito usados em produtos cosméticos e
como base dermatologica, pois apresentam facil espalhamento, ndo sédo gordurosos
e podem veicular principios ativos hidrossoluveis. Geralmente, as substancias
formadoras de géis sdo polimeros, que quando dispersos em meio aquoso,
assumem conformagcdo doadora de viscosidade a preparagdo. Polimeros sao
substancias de alto peso molecular, também chamados de macromoléculas
(CORREA et al., 2005).

O tipo de polimero empregado na formulacdo do gel pode influenciar o
comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade fisica do
produto, assim como, 0 seu comportamento sobre a pele (liberacdo do ativo pelo
veiculo e formac&o de filme na pele) (CORREA et al., 2005).

Estudos sobre reologia de formulacfes farmacéuticas de uso tépico tém se
tornado cada vez mais freqlientes, pois nota-se que a estabilidade fisica da
formulacéo é fundamental para o controle de qualidade, aceitacdo pelo consumidor
e eficacia da mesma (CORREA et al., 2005). Segundo Ansel e colaboradores 2000,
reologia é o estudo do fluxo levando-se em conta as caracteristicas de viscosidade
de pods, liquidos e semi-solidos. Sao divididos em duas categorias: newtonianos e
nao-newtonianos. O fluxo newtoniano caracteriza-se por viscosidade constante,
independente da velocidade de cisalhamento aplicada (exemplo: agua). O fluxo ndo-
newtoniano caracteriza-se por mudanca da viscosidade com o0 aumento da

velocidade de cisalhamento.
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A viscosidade é a medida da resisténcia do fluido ao fluxo de um sistema
apos a aplicagdo de estresse. Portanto, quanto maior a viscosidade, maior serd a
resisténcia e a forca a ser aplicada para produzir o fluxo com uma determinada
velocidade (THOMPSON, 2006; CORREA et al., 2005).

Segundo alguns autores, o fluxo ndo-newtoniano se divide em trés grupos,
com base nas suas caracteristicas de fluxo: plasticos, pseudoplasticos e dilatantes
(THOMPSON, 2006; ANSEL et al., 2000).

Em geral, os géis hidrossolUveis possuem comportamento reoldgico do tipo
pseudoplastico e tixotropico, ou seja, deformam-se durante a aplicacdo (sua
viscosidade diminui com o aumento de cisalhamento) tornando-se mais fluidos,
facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no momento que se
encerra a aplicacdo, o que evita que o produto escorra. O produto tixotrépico tende a
ter maior prazo de validade, pois durante o periodo no qual o produto permanece em
repouso, este apresenta viscosidade constante, o que dificulta a separagdo dos
constituintes da formulacdo (AULTON, 2005).

Apesar do estudo cientifico das macromoléculas ter se iniciado ha pouco
tempo (cerca de 50 anos), seu desenvolvimento tem sido vertiginoso. Varios
polimeros vém sendo usados nas formula¢cdes de géis de aplicacdo cosmética e/ou
farmacéutica, pois apresentam facil espalhamento, ndo sdo gordurosos nem
comedogénicos e podem transportar principios ativos hidrossoluveis, lipossolaveis,
vetores carreadores de farmacos como lipossomas e nanoparticulas. Sdo mais
indicados para pessoas que possuem pele oleosa e mista (CORREA et al., 2005;
FLORENCE & ATHWOOD, 2003).

Existe grande variedade de matérias-primas disponiveis para a preparacao
de géis e a selecdo adequada para o desenvolvimento destas formulacdes, baseia-
se nos requisitos necessarios para a estabilidade, liberacdo e eficacia do ativo que
eventualmente sera incorporado na preparacgao.

De acordo com Aulton (2005) e Lopes e colaboradores (2005), os
numerosos agentes gelificantes empregados podem ser divididos em trés classes:
derivados da celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,
carboximetilcelulose sédica); polimeros ndo-celulésicos naturais ou semi-sintéticos
(gomas, pectina, agar, acido alginico); polimeros do acido acrilico (carbémeros -

carbopol).
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Partindo do pressuposto de que o farmaco néo se liga ao polimero, tais géis
liberam bem o farmaco. Os poros permitem a difusdo relativamente livre de
moléculas menores (AULTON, 2005). Gennaro (2004) também comenta que 0s géis
muitas vezes proporcionam uma liberacdo mais rapida da droga,
independentemente da solubilidade da droga em agua, quando comparados com 0sS
cremes e pomadas.

A formulacdo semi-solida gel é muito utilizada, pois atua como
transportadora para medicamentos que sao topicamente administrados por meio da
pele, cérnea, tecido retal, mucosa nasal, vagina, tecido bucal, membrana uretral e
revestimento externo da orelha. Devido ao seu comportamento reolégico, os semi-
sélidos (creme, pomada, pasta, gel) podem aderir a superficie de aplicacdo por
periodos suficientemente longos até serem removidos. Essa propriedade ajuda a
prolongar a liberacdo do medicamento no local de aplicacdo, apresenta facilidade de
aplicacéo, capacidade de liberacdo tépica de uma grande variedade de moléculas
medicamentosas (GUPTA & GARG, 2002).

2.2.1 Carbopol 940P

Carbopol é um polimero do acido acrilico de alto peso molecular (CORREA
et al., 2005; BONACUCINA et al., 2004). E um dos espessantes mais comuns para
fase aquosa. Tem sido muito usado nas formulac¢des farmacéuticas liquidas ou semi-
sélidas, como géis, suspensdes, emulsées, como espessante para modificar o fluxo
(BONACUCINA et al., 2004). O sufixo “P” indica a alta pureza do produto, tornando-
o0 aceitavel também para administracao oral (THOMPSON, 2006; LIEBERMAN et al.,
1996). Os carbdmeros sao fornecidos na forma pulverizada, como acido livre. Apés a
dispersdo em meio aquoso, 0s grupamentos acidos desses polimeros sao
neutralizados com uma base, produzindo sistemas gelificados de elevada
viscosidade. Os carbdmeros sdo mais estaveis e menos suscetiveis a degradacéo
microbiolégica que a maior parte das gomas (THOMPSON, 2006).

Estudos mostram que os polimeros de carbopol também apresentam
relevante propriedade mucoadesivo e, portanto, adotados em formulagées de uso
oftalmico, retal, bucal, nasal, vaginal e preparacdes topicas (BONACUCINA et al.,
2004).
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Por produzir géis cristalinos, brilhantes aquosos ou hidroalcoolicos o
carbopol 940P é o preferido. Apresenta o maior efeito espessante dentre as resinas
de carbopol. A resina de carbopol, quando dispersa em agua, umecta e forma uma
dispersdo aquosa (resina/agua) com valor de pH na faixa de 2,8 - 3,2. Neste estado
pré-dissolvido a molécula de carbopol esta extremamente enrolada e sua
capacidade espessante é limitada (FERREIRA, 2000). Para obter o espessamento é
necessaria a neutralizacdo com bases inorganicas, como o hidréxido de sédio ou
bases organicas de baixo peso molecular, como a trietanolamina (CORREA et al.,
2005; FERREIRA, 2000). Em um trabalho publicado por Bonacucina e
colaboradores (2004) é mencionado que quando o polimero carbopol é disperso na
agua para a preparacao do gel, ele dilata/incha 1.000 vezes o volume original.

O méaximo de viscosidade e transparéncia no gel de carbopol é conseguido
com pH 7, mas aceitavel viscosidade e transparéncia comeca no pH 4,5 a5 e se
estende ao pH 11 (FERREIRA, 2000).

Géis de carbopol sdo bem documentados e aprovados para uso
farmacéutico em diferentes tipos de administracdo. O uso tépico destes géis é
vantajoso, pois como eles apresentam bom comportamento reoldgico, permanece
tempo maior no local da administracdo. Por isso, eles também representam boa
alternativa para formula¢des de ungientos a base de 6leo. Sdo hidrogéis aniénicos
com boa capacidade tamponante, o0 que pode contribuir para manter o pH desejavel
(MERCLIN et al., 2004).

2.2.2 Hidroxietilcelulose (Natrosol  ©250)

Este composto tem grupos hidroxietila ligados a cadeia de celulose e
também se encontra disponivel em diferentes graus de viscosidade.
Hidroxietilcelulose tem a vantagem de ser solGvel tanto na dgua quente quanto na
agua fria, ndo formando gel sob aquecimento (AULTON, 2005).

Este gel é a base de celulose de maior interesse para a veiculacao de ativos
em dermatologia, possui carater ndo-ibnico. Tolera bem pH &cido, sendo indicado
para a incorporacdo de ativos que levem a um abaixamento do pH final da
formulacdo, como, por exemplo, o acido glicélico. Embora bem tolerados, pHs

extremos, podem causar alteracdes na viscosidade (FERREIRA, 2000).
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2.2.3 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

HPMC € um éter do propilenoglicol e metilcelulose. Este polimero é descrito
na USP 23 segundo diferentes graus de substituicdo, os quais |he conferem
diferentes capacidades de aumento de viscosidade. Apresenta-se na forma de po6
fibroso ou granular, branco ou levemente esbranquigcado. Intumesce em presenca de
agua, produzindo dispersédo coloidal viscosa, transparente ou opalescente. Sob
aguecimento, é convertida ao estado gel, podendo retornar ao estado sol apos
resfriamento. E insolGvel em etanol. De modo similar & metilcelulose, a HPMC néo
apresenta grupamentos ionizaveis e, portanto, ndo possui as incompatibilidades
associadas a esses grupos (THOMPSON, 2006).

E utilizado em Farmécia como espessante, coldide protetor, estabilizante e
agente suspensor em emulsdes, géis, pomadas, lo¢des, solugbes oftadlmicas,
supositorios e comprimidos (GENNARO, 2004).

Os derivados da celulose s&o também muito utilizados na industria
farmacéutica, como aglutinante, revestimento de comprimidos e, mais recentemente,
como agentes moduladores da liberacdo na preparagcdo de comprimidos de
liberacdo prolongada. HPMC é um dos derivados da celulose mais usados (desde
inicio dos anos de 1960) como retardante da liberacdo de farmacos, em formulacfes
orais. Apresentam caracteristicas como natureza nédo toxica e nao-iénica (ndo ha
problemas de compatibilidade), e capacidade de incorporar altas quantidades de
substancias ativas (LOPES et al., 2005).

2.3 Estudo de estabilidade das formulacbes

Os estudos de estabilidade de produtos cosméticos e farmacéuticos
procuram fornecer informacdes que indiqguem o grau de estabilidade relativa de um
produto nas condicfes diversas de exposicdo a que possa estar sujeito, até o
encerramento de seu prazo de validade. Geram subsidios para a orientacdo nos
estudos de desenvolvimento, como: na escolha dos componentes da formulacao e
do material de acondicionamento adequado; forma de apresentacdo; materiais de
acondicionamento e embalagens alternativas e a confirmacao do prazo de validade
estimado (RIBEIRO et al.,1996).
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Primeiramente sdo avaliadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor
e odor), o valor de pH e da viscosidade das formulacdes. Estes parametros sao
estudados comparativamente, considerando-se as caracteristicas iniciais do produto
e suas alteracdes ao longo do tempo (BABY, 2005).

Os estudos de estabilidade geram resultados que séo avaliados
comparativamente exigindo que os ensaios sejam conduzidos em paralelo com um
produto de referéncia. Este pode ser um produto de mercado, uma formulagéo
recém preparada ou uma amostra armazenada em condi¢des de alteracao reduzida,
como refrigerador (5,0 + 2°C) ou temperatura ambiente ao abrigo de luz e umidade
(25 = 2°C) que conhecidamente preserve as caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas e toxicoldgicas do produto (BRASIL, 2004).

Varios fatores influenciam a estabilidade das formulagcbes, dentre eles os
extrinsecos, que envolvem condi¢des externas as quais os produtos ficam expostos,
como: tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de acondicionamento,
microorganismos e vibragao; os intrinsecos que estao relacionados com a natureza
da formulacdo e a interacdo de seus componentes. Geram, principalmente,
incompatibilidades fisicas e quimicas que podem resultar em alteragcbes nas
caracteristicas organolépticas da formulagéo, separacao de fases e reducéo do teor
da substancia ativa (VELASCO-DE-PAOLA, 2001).

2.3.1 Avaliacédo preliminar da estabilidade

A avaliagéo preliminar da estabilidade envolve, comumente, numero elevado
de formulacdes e testes que apresentam condi¢des drasticas de temperatura, efeito
de gravidade e umidade, aplicadas as preparacgdes, permitindo, portanto, selecionar
as de melhor desempenho quanto a estabilidade fisica e fisico-quimica. A avaliacao
preliminar da estabilidade permite que o formulador escolha, dentre as varias
férmulas da etapa de desenvolvimento do produto e em concordancia com o0s
critérios estabelecidos para a aceitacdo ou rejeicdo, qual ou quais estdo
aparentemente estaveis (BRASIL, 2004; RIBEIRO et al., 1996).

As formulagdes sdo sujeitas as condi¢bes de estresse térmico, visando a
acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade. As que apresentarem
modificacdes apos o teste deverdo ser rejeitadas pelo estudo ou pesquisadas as

possiveis modificacdes nos componentes das preparacdes para melhoria da
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estabilidade. Aquelas que indicarem melhor desempenho deveréo ser submetidas
ao teste de estabilidade acelerada.

2.3.2 Teste de estabilidade acelerada

O teste de estabilidade acelerada é orientativo na previsdo da estabilidade
do produto em condicbes drasticas de armazenamento e de duracdo reduzida de
tempo. As formulacdes sdo submetidas ao armazenamento em situacbes de
temperatura e luminosidade extremas (temperatura ambiente, 25 + 2°C; refrigerador,
50 £ 2°C; estufa 37 + 2° C e 50 £ 2°C) e sdo avaliadas ap6s 0s ensaios,
selecionando-se as de melhor desempenho ao teste.

Os parametros avaliados envolvem possiveis alteracfes fisicas e fisico-
guimicas, como: aspecto, cor, odor, valor de pH e viscosidade.

O material de acondicionamento possui papel relevante na estabilidade de
formulacbes cosmeéticas ou farmacéuticas, pois pode proteger o produto da
exposicao a luz, da umidade e dos gases atmosféricos, mas néo pode evitar o efeito

da variacdo da temperatura do ambiente onde € armazenada (BABY, 2005).

2.3.3 Teste de estabilidade microbioldgica das form  ulacdes

A avaliacdo microbiolégica permite verificar se a escolha do sistema
conservante é adequada, ou se a ocorréncia de interacdes entre os componentes da
formulacdo podera prejudicar-lhe a eficacia. Os testes normalmente utilizados séo:
teste de desafio do sistema conservante (Challenge Test) e contagem microbiana
(BRASIL, 2004).

Em relacdo ao controle de qualidade microbioldgico de produtos né&o
estéreis, nos quais se admite a presenca de carga microbiana limitada, o objetivo
imediato desta andlise € comprovar a auséncia de microorganismos patogénicos e
determinar o numero de microorganismos viaveis, em funcdo da utilizacdo do
produto, por exemplo, para uso tépico ou oral. Deve-se ressaltar que a carga
microbiana elevada pode comprometer a estabilidade do produto,
consequentemente pode haver perda da eficacia terapéutica, por degradacdo do
principio ativo ou por alteracdo de parametro fisico fundamental para sua atividade,
como o pH (PINTO et al., 2003).
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A gqualidade microbiolégica de produtos constitui um dos atributos essenciais
para o seu desempenho adequado, principalmente em relacdo a seguranca e
aceitabilidade destes produtos. Falha nas medidas preventivas e de controle do

processo de fabricacdo pode resultar em produtos inadequados ao consumo.

2.4 Pele

A pele é o maior e mais complexo 6rgao do corpo humano segundo sua
histologia, e contém pelo menos cinco diferentes tipos de células que contribuem
para a sua organizacdo estrutural, e demais tipos celulares, provenientes dos
sistemas circulatério e imunolégico (HADGRAFT, 2004; MENON, 2002; FOLDVARI,
2000).

A estrutura geral da pele é formada por um tecido estratificado disposto em
guatro planos ou camadas, ilustrada na Figura 4, e dentre eles do plano interno ao
externo: a derme reticular e a superficial ou papilar; a epiderme viavel e o estrato
corneo (EC). Cada plano ou camada possui caracteristicas fisiologicas distintas e
funcdes biologicas proprias (BAUMANN, 2002).

Baumann (2002); Asbill & Michniak (2000); Foldvari (2000) e Abamba (1993)
acrescentaram um quinto plano ou camada, o tecido adiposo, subcutaneo ou
hipoderme, situado abaixo da derme reticular.

Na pele também sdo observadas estruturas anexas, como glandulas
sebaceas e sudoriparas (écrinas e apacrinas), foliculos pilosos e unhas (BARRY,
2002; MAIA, 2002; WILKINSON & MOORE, 1990).
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Figura 4. Anatomia da Pele cienciahoje.uol.com.br/.../images/che/pele2.jpg
acesso em 11/2007
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2.4.1 Estrutura geral da pele

Epiderme - Camada externa da pele, derivada da ectoderme, em contato
direto com o meio ambiente. Avascular, possui em sua constituicdo o epitélio
estratificado pavimentoso, terminacdes nervosas livres e algumas células migratorias
provenientes da derme (BENY, 2000). A epiderme é subdividida em duas porc¢des: a
interna, epiderme viavel, composta de células providas de intensa capacidade
proliferativa; externa, formada pelas mesmas células, que apdés o processo de
queratinizacdo e posterior morte, origina o estrato cérneo (EC) (MOSER et al.,
2001).

Derme - E o tecido conjuntivo em que se apdia a epiderme e une a pele ao
tecido celular subcutaneo ou hipoderme. Sua superficie externa € irregular,
observando-se saliéncias, as papilas dérmicas, que acompanham as reentrancias
correspondentes da epiderme. As papilas aumentam a area de contato da derme
com a epiderme (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A derme € acelular, mas rica
em vasos sanguineos, vasos linfaticos e terminacdes nervosas (FOLDVARI, 2000).
E constituida por duas camadas, de limites pouco distintos: a papilar, superficial e a
reticular, mais profunda (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

E composta por fibras de proteina, incluindo colageno e elastina, que s&o
responsaveis por sua elasticidade; também compostas de nervos e de glandulas
sudoriparas e sebaceas (FOLDVARI, 2000). A derme necessita de suprimento
sanguineo eficiente para transportar nutrientes, remover produtos de degradacao,
regular a presséo e a temperatura, mobilizar forcas de defesas e contribuir para a
coloracdo da pele (AULTON, 2005).

Hipoderme — Funciona como amortecedor mecanico e barreira térmica, que
sintetiza e estoca rapidamente substancias energéticas prontamente disponiveis
(AULTON, 2005). E formada por tecido conjuntivo frouxo, que une de maneira pouco
firme a derme aos 6rgéos subjacentes. E a camada responsavel pelo deslizamento
da pele sobre as estruturas nas quais se apodia (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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2.4.2 Fung0es da pele

A funcao essencial da pele é a protecdo do organismo frente a diversidades
do meio externo, como agentes fisicos, quimicos e biologicos, poeira e gases,
microorganismos patogénicos e radiagfes. Participa nas seguintes acoes:
termorregulagcédo — regulacdo da perda e ganho de calor; atua como érgao sensorial
— funcdo neuro-sensorial — tato, percepcado da temperatura e da dor; apresenta
funcdes enddcrinas — funcdo de ossificacdo - sintese de vitamina D; influencia na
reproducdo humana e perpetuacdo da espécie (pela sintese de ferormdnio); por
meio de sinais visuais ou expressfes emocionais, € um Orgdo que permite
evidenciar a comunicacdo nao-verbal (MENON, 2002; ABAMBA, 1993).

2.4.3 Avaliacao da liberagéo de principios ativos a  través do estrato corneo

A pele humana intacta apresenta-se como eficiente barreira contra a
penetracdo e permeacdo de substancias exdgenas (WILLIANS & BARRY, 2004).
Este fato é de suma importancia para a sobrevivéncia do ser humano, porém é um
obstaculo & acdo de substancias ativas aplicadas na pele. Portanto, o que
representa uma protecdo ao ser humano se torna fator limitante na acdo das
substancias de atividade terapéutica e cosmética aplicadas topicamente (KALIA et
al., 2004).

O estudo de penetracdo e permeacdo cutanea de principios ativos através
da pele pode apresentar como primeiro fator limitante a epiderme, em especial a
camada cornea ou estrato cérneo (EC) (MOSER et al.,, 2001). O EC é composto
pela fusdo compacta das células queratinizadas (cornedcitos) circundados por uma
matriz lipidica extracelular, alternando-se dominios hidrofilicos e lipofilicos, passiveis
de servir de meio para que 0s principios ativos penetrem através do EC (BARRY,
1993). A absorcdo percutanea dos medicamentos resulta da penetracdo direta do
farmaco através deste estrato. Sua constituicdo € compreendida geralmente por
40% de proteina (queratina), 40% de &gua e o restante por lipideos (como
colesterol) (ANSEL et al., 2000).

O termo penetracdo apresenta um conceito fundamentado na passagem
do(s) principio(s) ativo(s) somente através do EC, enquanto que permeacdo esta

relacionada com a passagem do(s) principio(s) ativo(s) através da epiderme,
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atingindo a epiderme viavel ou a derme. Ja o termo absorcéo se refere a passagem
do(s) principio(s) ativo(s) para a corrente sanguinea (RIEGER, 1993).

A eficacia de produtos farmacéuticos ou cosméticos apresentando em sua
composic¢ao principios ativos funcionais é dependente da penetracao limitada destes
na pele. Os métodos existentes que promovem aumento deste processo se
fundamentam: no emprego de promotores de penetracdo; no estudo profundo das
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas das substancias ativas e a possibilidade
do emprego de seus derivados quando estas forem desfavoraveis; na interacao de
substancias ativas e componentes da formulacdo e material de acondicionamento;
na utilizagdo de sistemas veiculados de liberagdo, como microemulséo,
ciclodextrinas, nanossomas, lipossomas ou formula¢cdes supersaturadas e a acao de
agentes atuantes como promotores fisicos de penetracdo, como iontoforese,
sonoforese e eletroporacdo (MOSER et al., 2001; NAIK et al., 2000; GUY et al.,
2000).

2.4.4 Promotor de penetracdo cutanea

Com o objetivo de favorecer a atividade farmacoldgica do principio ativo nos
estratos viaveis da pele, existe a necessidade do emprego de promotores de
penetracdo cutadnea nas preparacfes; de estudo das caracteristicas quimicas e
fisico-quimicas da substancia ativa e da selecdo adequada dos componentes do
veiculo, com intuito de permitir a liberacdo do ativo (MOSER et al., 2001).

Promotores de penetracdo cutdnea sdo compostos quimicos que interagem
com a pele e séo passiveis de elevar o fluxo de difusantes através desta membrana
biologica. Devem acarretar na reducao reversivel da resisténcia ou efeito barreira do
EC sem provocar alteracdes prejudiciais as células viaveis da epiderme (FINNIN &
MORGAN, 1999).

Considera-se que varios agentes aumentam a penetracdo na pele:
tensoativos, azone, dimetilsulféxido (DMSO), alcool, acetona, propilenoglicol,

polietilenoglicol, dimetilacetamida (ANSEL et al., 2000).
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2.4.4.1 Lauril sulfato de sédio

Lauril sulfato de sodio (LSS) é um tensoativo nédo-ibnico, que tem sido
utilizado freqlientemente para melhorar a permeabilidade da droga na pele
(FOLDVARI, 2000; ANSEL et al., 2000).

Os tensoativos tém sido wusados tradicionalmente em preparacoes
farmacéuticas de uso tépico, incluindo linimentos hidrofilicos e emulsdes tipo creme.
Mais recentemente, também tém sido avaliados como componentes dos veiculos
para liberacdo prolongada transdérmica. Eles interagem extensivamente com a pele,
por meio da penetragdo, rompendo proteinas e lipideos (FOLDVARI, 2000).

E dificil determinar se os materiais usados para aumentar a absorcio
influenciam diretamente o EC ou aumentam a liberacdo do farmaco na pele (ANSEL
et al.,, 2000). Os mecanismos propostos para a acdo dos intensificadores da
absorcdo cutanea sao: reducdo da resisténcia do EC, devido a alteragdo de suas
propriedades fisico-quimicas; alteracdo da hidratacdo do EC; alteracdo da estrutura
lipidica e lipoprotéica dos canais intercelulares; pela acdo de solventes, e

mecanismos de transporte dos principios ativos ionizaveis (ANSEL et al., 2000).

2.4.4.2 Penetragdo cutanea de flavonoides

Como mencionado anteriormente, para 0s principios ativos exercerem sua
atividade bioldgico-fisiologica, eles devem atingir o local de agcdo em concentracdes
suficientes para sua atuacdo, conforme achados de Baby (2007), que avaliou a
penetracdo e permeacdo da rutina veiculada nas diversas formas cosméticas por
metodologia in vitro em células de difusao.

Saija e colaboradores (1998) analisaram o perfil de liberacdo e permeacéo
cutanea in vitro dos flavondides quercetina, naringenina e hesperetina, utilizando a
pele humana como modelo de membrana, obtida de cirurgia de reducdo de mama,
empregando como método analitico a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com deteccdo nos comprimentos de onda 254, 287 e 282 nm, para a quantificacao
dos flavondides mencionados, respectivamente. Como veiculo, foi empregado a
forma farmacéutica gel hidroalcodlico. Os pesquisadores estudaram a eficiéncia de

dois promotores de permeacdo cutanea, o d-limoneno e a lecitina de soja.
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Os resultados indicaram que a quercetina ndo apresentou elevacao de
permeacdo com adicdo dos promotores utilizados; o d-limoneno aumentou
significativamente a permeacdo da naringenina e a lecitina de soja elevou a
permeacdo da hesperetina. Na pesquisa relatada, o gel empregado para a
incorporacao dos flavondides possuia conteudo elevado de alcool (50% p/p), o que
normalmente nao € indicado para uma formulacdo cosmeética (SAIJA et al., 1998).

Em outro trabalho, verificou-se a permeacado de rutina, como substancia
quimica modelo, veiculada na forma cosmética gel a base de deoxicolato de sédio,
hidroxietilcelulose e polimero carboxivinilico. Os veiculos apresentaram valores de
viscosidade aparente distintos. Os pesquisadores empregaram membrana artificial e
pele de rato para a avaliacdo da permeacédo da rutina, com quantificacdo posterior
por CLAE, com deteccdo a 350 nm, e por espectrofotometria a 405 nm. Os
resultados indicaram que o gel a base de deoxicolato de sodio favoreceu a
permeacdo da rutina, atuando, como veiculo promotor. Os géis formulados com
hidroxietilcelulose e polimero carboxivinilico ndo obtiveram resultados satisfatérios
comparados aos obtidos com a preparacdo controle (solucdo aquosa de rutina)
(VALENTA et al., 1999).

2.5 Processo inflamatério

A inflamacdo é uma resposta do tecido vivo vascularizado & lesdo. E
desencadeada por infeccBes microbianas, agentes fisicos, substancias quimicas,
tecidos necroticos ou reacgdes imunes. A inflamacdo deve conter e isolar a leséo,
destruir os microorganismos invasores e as toxinas inativas e preparar o tecido para
o reparo. Apesar de ser fundamentalmente um mecanismo de defesa, a inflamacao
pode ser prejudicial, por reacbes de hipersensibilidade potencialmente fatais ou
lesionar o 6rgdo de maneira progressiva e permanente com uma inflamacao crénica
e fibrose subseqiiente (MITCHELL et al., 2006).

Essas respostas de defesa do hospedeiro sédo controladas ou moduladas por
uma impressionante variedade de mediadores quimicos, extravasamento de
liguidos, migracédo celular, lesao tecidual e reparacdo (RANG et al., 2003; VANE &
BOTTING, 1996). A inflamacé&o so termina quando o agente agressor é eliminado e

os mediadores secretados sao inativados (MITCHELL et al., 2006).
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Devido aos diferentes tipos de estimulos envolvidos podem haver pequenas
diferencas nos tipos de resposta, mas sempre seguindo 0s quatro sinais clinicos
classicos da inflamacao: dor, calor, rubor e edema (BRUNE, 2004). A resposta
aguda é caracterizada principalmente por vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade capilar; a reposta subaguda ou retardada é caracterizada pela
infiltracdo de leucocitos e fagécitos e a resposta crénica ou proliferativa por
degeneracéo tecidual e fibrose.

Uma resposta inflamatoria aguda caracteriza-se por inicio rapido (em alguns
segundos ou minutos) e tem uma duracdo relativamente curta (alguns minutos a
alguns dias). As alteracbes podem ocorrer no local do trauma ou de forma sistémica
(PORTH; KUNERT, 2004). As manifestacbes da inflamacdo aguda podem ser
divididas em duas categorias: resposta vascular e resposta celular.

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

O estagio celular da inflamacdo aguda é marcado pelo movimento dos
leucocitos para a area de lesdo ou trauma. As primeiras células fagocitarias a
responder sdo principalmente os neutrofilos e, possivelmente, outros granulécitos.
Com a continuidade do processo, mondcitos deixam a corrente sanguinea e
maturam, passando a macréfagos no ambiente tissular. Estes fagdcitos de vida mais
longa ajudam a destruir o agente causador, auxiliam na sinalizacdo do processo de
imunidade especifica e atuam na resolucdo do processo inflamatério. A resposta
celular dos fagécitos consiste na marginagdo ou pavimentacdo das paredes
capilares por leucocitos devido ao aumento da adesividade molecular, emigracao
dos leucacitos, quimiotaxia ou migracao positiva das células para o local da adesao,
além da fagocitose (KUMAR et al., 2005).
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Apesar de a inflamacgé&o ser precipitada pela leséo, seus sinais e sintomas
sdo produzidos por meio de mediadores quimicos, 0s quais podem ser classificados
de acordo com sua funcao: aqueles com propriedades vasoativas e propriedades de
contracdo dos musculos lisos, tais como a histamina, prostaglandinas, leucotrienos e
o fator de ativacdo das plaquetas (FAP); os fatores quimiotaticos, tais como 0s
fragmentos do complemento (C5a) e citocinas (IL8); as proteases do plasma
capazes de ativar o complemento e os componentes do sistema de coagulacédo, bem
como moléculas reativas e citocinas liberadas dos leucdcitos que, uma vez liberadas
para o meio extracelular, sdo capazes de danificar o tecido adjacente (PORTH &
KUNERT, 2004).

A histamina e serotonina estdo entre os primeiros mediadores liberados
durante a inflamac&o. Elas causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular. Sado encontradas nos mastoécitos, nos basofilos e nas plaquetas do sangue
(MITCHELL et al., 2006).

As proteases do plasma consistem nas cininas, complementos protéicos
ativados e fatores de coagulacdo. Uma cinina, a bradicinina, provoca o aumento da
permeabilidade capilar e a dor. O sistema de coagulagcdo contribui com a fase
vascular da inflamacéo, principalmente pelos fibrinopeptideos formados durante os
passos finais do processo da coagulacao (RANG et al., 2003).

As prostaglandinas sdo moléculas lipossoluveis onipresentes derivadas do
acido araquiddnico, um acido graxo liberado pelos fosfolipidios da membrana celular.
Diversas prostaglandinas séo sintetizadas do acido araquidénico por meio da via
metabdlica da cicloxigenase. As prostaglandinas contribuem com a vasodilatagéo,
permeabilidade capilar, bem como dor e febre que acompanham a inflamacéo. As
prostaglandinas estaveis (PGE; e PGE) induzem a inflamacéo e potencializam os
efeitos da histamina e outros mediadores inflamatérios. A prostaglandina
tromboxano A2 promove a agregacao plaguetaria e vasoconstricdo (FUCHS et al.,
2004). As prostaglandinas estdo envolvidas também na dor inflamatoéria, na medida
em que causam hiperalgesia (LAPA et al., 2003).

Os leucotrienos séo os produtos das vias das lipoxigenases. Estas enzimas
sollveis localizam-se no citosol e sdo encontradas nos pulmdes, nas plaquetas, nos
mastoécitos e nos leucdcitos. Como as prostaglandinas, os leucotrienos sédo formados
do acido araquiddnico, porém através da via da lipoxigenase. A histamina e os

leucotrienos sao complementares em sua acao e possuem funcdes similares. A
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histamina é produzida rapida e transitoriamente, enquanto os leucotrienos mais
potentes estdo sendo sintetizados (RANG et al., 2003).

O fator de ativacéo plaquetaria (FAP) afeta uma variedade de tipos celulares
e induz a agregacao plaquetaria. Ativa os neutrofilos e € um quimiotrator potente dos
eosindfilos. Quando injetado na pele, provoca uma reacdo avermelhada e
arredondada, bem como o infiltrado leucocitario caracteristico das reacdes de
hipersensibilidade (FUCHS et al., 2004).

As inflama¢cbes agudas geralmente sdo autolimitantes e rapidamente
controladas pelas defesas do hospedeiro. Por outro lado, a inflamacgéo cronica tem
instalacdo maior (dias) e duracdo maior (semanas a anos) e envolve linfécitos e
macréfagos e induz a proliferagdo de vasos sanguineos e fibrose (MITCHELL et al.,
2006). Pode desenvolver-se durante o processo inflamatério agudo recorrente ou
progressivo, ou, ainda, de respostas insidiosas, de baixo grau, geralmente
assintomaticas, incapazes de evocar resposta aguda. A inflamacdo cronica é
considerada uma inflamacéo prolongada na qual a inflamacdo ativa a destruicao
tissular e a tentativa de reparar os danos ocorrem simultaneamente. Elas surgem
nas seguintes situagbes: nas infeccbes persistentes por determinados
microorganismos e virus, fungos ou parasitas; na exposicao prolongada e agentes
potencialmente toxicos, exdgenos ou endodgenos; e nas reagdes de auto-imunidade,
como no caso de artrite. Em contraste com a inflamacdo aguda, que manifesta
alteracdes, edema e infiltrado predominantemente neutrofilico, a inflamacao crénica
€ caracterizada por infiltrado de células mononucleares, incluindo macréfagos,
linfécitos e plasmacitos, por destruicdo tecidual induzida pela persisténcia do agente
nocivo ou pelas células inflamatorias, e pelas tentativas de cicatrizacdo pela
substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo, efetuado através da
proliferacdo de pequenos vasos sanguineos (angiogénese) e, em particular, fibrose
(KUMAR et al., 2005).

Com o objetivo de se conhecer melhor a inflamacéo, iniciaram-se as
tentativas de reproduzir o fendbmeno experimentalmente. Observacoes
microscépicas permitiram entender a participacdo da circulacdo e das células
sanguineas. Logo, a utilizacdo de modelos experimentais, a aplicagdo de culturas de
células para reproduzir in vitro alguns fendmenos inflamatorios e a utilizagdo de
técnicas de biologia molecular permitiram caracterizar melhor o processo

inflamatorio e as substancias quimicas envolvidas (SOUZA et al., 2003).
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Segundo Lapa e colaboradores (2003), o modelo experimental permite a
representacdo de um dado fendbmeno em si, com o minimo de interferéncia de
fatores ambientais, genéticos e outros. Assim, o desenvolvimento de farmacos
antiinflamatorios tem se apoiado nos modelos experimentais de inflamacao. Alguns
modelos experimentais usados em inflamacao sao:

= inflamagdes por agentes infecciosos;

= teste do edema inflamatdrio na orelha do animal induzido por 6leo de
croton;

= avaliacdo histopatoldgica da inflamacéo;

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

= edema de pata induzido por carragenina ou dextrana; entre outros.

O presente trabalho utiliza como modelo de inflamacéo - injecdo subplantar
de carragenina na pata de ratos. Segundo Lapa e colaboradores (2003) este modelo
induz aumento agudo e progressivo do volume da pata injetada. O edema é
proporcional a intensidade da resposta inflamatoria, constituindo um parametro Util

na avaliagcdo da atividade antiinflamatoria de novos compostos.

2.6 Antiinflamatorios

Os antiinflamatérios néo-esteroidais (AINES) estdo entre os agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados no mundo inteiro (RANG et al., 2003).
Estima-se que mais de 30 milhdes de pessoas utilizem AINES diariamente, apesar
de sua toxicidade e de seus efeitos adversos, principalmente gastrointestinais. Assim
como outros medicamentos, os AINES tém o potencial para causar reacgdes
adversas, dada a sua toxicidade sobre varios sistemas (LUZ et al., 2006).

Os principais antiinflamatorios séo os corticoides e os antiinflamatérios nao-
esteroidais (RANG et al.,, 2003). Os corticéides sdo hormdnios sintéticos que
mimetizam ac¢des do cortisol endégeno, horménio secretado pela zona glomerular da
glandula adrenal, com acédo predominante sobre o metabolismo glicidico (FUCHS et
al., 2004). Os corticoides inibem a fosfolipase A2, reduzindo a sintese do acido
araquiddnico. Suas principais acfes se dao via inducéo de sintese de um peptideo,

a lipocortina, a qual bloqueia a liberacdo de TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-1[3, assim como a
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inibicdo da inducdo de COX-2 pela IL-1B8 (FERREIRA, 2002; VANE & BOTTING,
1996; VANE, 1995). Sado exemplos de corticoides: hidrocortisona, prednisolona,
dexametasona, betametasona, entre outros (FUCHS et al., 2004).

Os AINES possuem propriedades analgésicas, antitérmica, antiinflamatoria e
antitrombotica. Sua acdo decorre na inibicdo da sintese de prostaglandinas e
tromboxano, efetuada mediante a inativagéo das cicloxigenases constitutiva (COX-1)
e induzivel (COX-2). A primeira € responsavel pela protecdo fisiologica das
prostaglandinas em sitios gastricos e renais. A segunda surge nos locais da
inflamacéo. A inibicdo da COX-1 €, pelo menos em parte, responsavel por alguns
dos efeitos adversos dos AINES, como as toxicidades renais e gastrintestinais
(FUCHS et al., 2004).

Os AINES séao divididos em duas classes: inibidores ndo seletivos da COX,
como por exemplo, &cido acetilsalicilico, indometacina, piroxicam, diclofenaco e
ibuprofeno e, os inibidores seletivos de COX-2, como por exemplo, etodolaco,
nimesulida e celecoxibe. Tendo como sitio de acdo o sistema enzimatico das
cicloxigenases, os AINES nao inibem a via das lipoxigenases, ndo suprimindo,
portanto, a formacdo de leucotrienos que também contribuem para a inflamacéo.
Também poucos interferem na sintese de numerosos outros mediadores do
processo inflamatério (FUCHS et al., 2004).

Os AINES séo responsaveis por numerosas reacdes adversas, tais como
distarbios gastrintestinais, reacdes cutaneas, efeitos renais adversos, disturbios na
medula 0ssea e disturbios hepaticos (RANG et al., 2003).

Os antiinflamatérios tépicos foram estudados pela primeira vez ha mais de
30 anos, com o emprego de creme de fenilbutazona para tratamento de
tromboflebites, sendo a benzidamina o primeiro a ser liberado para o uso no Reino
Unido, em 1980 (HEYNEMAN et al., 2000 apud ACHE, 2005).

Diversos sdo os estudos que visam a determinar e quantificar a absorcao
cutanea e os diferentes niveis de penetracdo e concentracdo tecidual de
antiinflamatorios em diferentes modelos experimentais.

Hadgraft e colaboradores (2003) estudaram a permeacéo do ibuprofeno com
amostras de pele humana tendo como resultado a absorcéo linear de 4% a 25% em
48 horas.
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Escribano e colaboradores (2003) realizaram um estudo com amostras de
pele humana e diclofenaco tendo como resultado uma absor¢do variavel com a
formulacéo.

Paolino e colaboradores (2002) realizaram um estudo de permeabilidade do
cetoprofeno a partir de diferentes bases e verificaram que as microemulsdes
promoveram maior absor¢do do farmaco, enquanto Sloan e colaboradores (2003)
fizeram revisdo e abordagem tedrica sobre a liberacdo transdérmica concluindo que,
para balanco entre solubilidade lipidica e aquosa, é necessario 0 uso de ésteres
(HALPERN, 1994; HEYNEMAN et al., 2000; SLOAN et al., 2003 apud ACHE, 2005).

O agente em questao deve, necessariamente, penetrar as camadas da pele,
podendo ser absorvido ao tecido-alvo apenas quando atingir suas camadas
inferiores e, eventualmente, sofrer também absorcdo em nivel sistémico. Uma
avaliacdo entre a solubilidade lipidica e aquosa é necesséria para otimizar a
penetracdo cutanea. A concentracao local do farmaco é fundamental para sua agéo,
sendo empregado por alguns autores um indice baseado na relacdo entre
concentracao local e resposta clinica para a avaliacdo dos antiinflamatorios topicos
(RANG et al., 2003).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a estabilidade de preparacdes farmacéuticas semi-
sélidas contendo extrato de Matricaria recutita L. (Asteraceae) verificando sua acéo
antiinflamatoria in vivo e possiveis efeitos toxicoldgicos para aplicacao topica.

3.2 Objetivos especificos

= Obter solucbes extrativas etanodlicas e glicolicas e extrato bruto das

inflorescéncias de Matricaria recutita L.;

Caracterizar quimicamente os extratos preparados;

= Preparar formulacfes farmacéuticas semi-sélidas (gel) contendo extrato;

Verificar a estabilidade das preparacdes semi-solidas desenvolvidas;

= Verificar a agdo antiinflamatoéria das preparacbes semi-solidas in vivo,

comparando o efeito terapéutico ao Voltaren Emulgel® (diclofenaco sédico);

= Avaliar a reducdo do edema, comparando as féormulas farmacéuticas com

promotor de penetracdo e sem promotor;

= Analisar in vivo 0 aparecimento de irritacdo cutanea das preparacdes

semi-sélidas desenvolvidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Material botanico

A planta Matricaria recutita L. utilizada para realizacado de todos 0s ensaios
foi doada e coletada em marco de 2007 pela Farméacia Farmacotécnica, Instituto de
Manipulagbes Farmacéuticas Ltda., cultivada na Chacara 21 — Nucleo Rural Vargem
Bonita (Brasilia — DF). A identificagdo botanica da espécie vegetal em estudo foi
realizada pelo farmacéutico Dr. Rogério Tokarski.

Amostras testemunhas do material encontram-se depositadas no Herbario
da Universidade de Brasilia, exsicata numero UB 45515. Os capitulos florais da
espécie foram selecionados para a realizacdo do estudo e posteriormente

dessecados e estabilizados em estufa de ventilagéo for¢ada.

4.1.2 Matérias-primas e reagentes

A Tabela 1 representa as matérias-primas empregadas para preparacao dos
géis, com os respectivos fornecedores e percentuais das concentracoes.

Alguns reagentes foram empregados para analises de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e HPLC, sendo: Alcool metilico P.A. (Vetec), Diclorometano
P.A. (Dinamica, Brasil), Acetato de etila P.A. (Vetec), Ciclohexano P.A. (Dinamica,
Brasil), Metanol grau HPLC (Ficher), Acetonitrila grau HPLC (Ficher).

Os padrdes analiticos utilizados durante a CCD foram luteolina (Sigma,
USA), apigenina (Sigma, USA) e quercetina (Sigma, USA) e para analise em HPLC
foi apigenina (Sigma, USA). Como reagentes reveladores da CCD utilizou-se NP/
PEG (Diphenylboryloxyethylamine/ Polyethylene glycol — 4000). As placas utilizadas
na CCD foram as cromatofolhas de Aluminio 20x20 cm de Silicagel 60 F254 (Merck,
Alemanha).



Tabela 1. Componentes e percentuais das concentracdes
empregadas para preparacao dos hidrogéis

Componentes Fornecedor F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Carbopol 940P Henrifarma 1 1 1 1 - - - -

Natrosol® 250 Vital - - -2 2 - -
Especialidade

HPMC Henrifarma - - - - - - 5

SEEC - 3 - - - 3 - 3 -

SEEC - -5 - - - 5 . 5

EBC - <

EBC - - - - 5 ..o

EDTA Volp 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10

Metilparabeno Vital 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Especialidade

Propilparabeno Vital 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Especialidade

Imidazoliniluréia Vital 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,2 0,20 0,20

Especialidade

Glicerina Merck 5 5 5 5 5 5 5 5
LSS Vetec 1 1 1 1 1 1 1 1
Trietanolamina Quimex 1 1 1 1 - - - -
Alcool etilico Synth 5 5 5 5 - - - -
Agua destilada gsp 100 100 100 100 100 100 100 100

F = férmula; HPMC = hidroxipropilmetilcelulose; SEEC = solucdo extrativa
etandlica de camomila; EBC = extrato bruto de camomila; EDTA = acido
etilenodiamino tetra-acético; LSS = lauril sulfato de sdédio; gsp = quantidade
suficiente para
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4.1.3 Animais de laboratério

Para realizacéo dos ensaios farmacoldgicos foram utilizados coelhos e ratos.
Os coelhos (Oryctolagus cuniculus), albinos da linhagem Nova Zelandia, machos e
fémeas foram fornecidos pelo Biotério da Universidade de Brasilia. Os animais eram
adultos jovens, pesando entre 2,8 a 3,8 kg. Uma vez recebidos do fornecedor, os
animais foram aclimatados nas condi¢des do biotério por um periodo de 7 dias.

Durante o experimento os coelhos foram alojados individualmente em
gaiolas de acgo galvanizado, com dimensdes de 40 x 40 x 40 cm, devidamente
identificadas. Os animais foram alimentados diariamente com ragdo comercial para
coelhos (Purina®) e 4gua ad libitum.

A temperatura na sala do biotério foi mantida na faixa de 22 + 2°C. Um
sistema de iluminagdo com controle de tempo manteve um ciclo de 12 horas claro e
12 horas escuro na sala (ZIMMERMANN, 1983).

Os ratos (Rattus norvegicus), albinos, variedade Wistar, adultos, machos,
pesando 230 a 280 g, foram comprados da BIOGRI (Planaltina, Distrito Federal),
laboratério credenciado pelo INMETRO em Boas Praticas de Laboratorio (BPL),
habilitado pela ANVISA e alguns ratos foram fornecidos pelo Biotério da
Universidade de Brasilia. Uma vez recebidos do fornecedor, os animais foram
aclimatados nas condi¢cfes do biotério por um periodo de 7 dias. Os animais foram
mantidos em grupo de 5, em gaiolas de propileno e tratados com racdo (Purina®)e
agua ad libitum. A temperatura na sala do biotério foi mantida na faixa de 22 + 2°C.
Um sistema de iluminagdo com controle de tempo manteve um ciclo de 12 horas
claro e 12 horas escuro na sala (ZIMMERMANN, 1983). Os animais permaneceram
no laboratério por um periodo de adaptacdo de uma hora antes da realizacado dos
experimentos.

Todos o0s experimentos com 0s animais foram realizados conforme as

normas éticas e aprovados pelo Comité de Etica dos Animais (ANEXO A).
4.1.4 Equipamentos
Agitador mecanico Fisaton (715 modelo) com hélice do tipo ancora;

Placa aquecedora Fisaton;
Estufa MA 033 — Marconi;
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Cromatografia liquida de alta eficiéncia - Shimadzu® — Jap4o;

Estufa Fanen Ltda. — Sao Paulo;

Geladeira Consul Biplex frost free 420;

Viscosimetro de Brookfield — (Brookfield Viscometer DV-Il, USA);
pHmetro digital modelo PG 1800 - Gehaka,

Destilador de agua;

Micropipeta monocanal 100 a 1.000 pL (4.500) — Labsystems;

Seringa de precisdo para amostragem manual de volume igual a 1,0 mL;
Balanca eletronica - Marte® modelo As 500C;

Balanca analitica - Chyo®;

Rota-evaporador — Heidolph — modelo Laborota 4000;

Tosqueadeira elétrica (Oster® Golden A5 professional Clipper Oster

Professional Products, USA).
4.2 Métodos
4.2.1 Obtengéao dos extratos de Matricaria recutita L.

A parte da planta empregada (droga vegetal) foram os capitulos florais
dessecados e estabilizados na proporcao de 20 g para 100 mL de solvente. A droga
vegetal foi pulverizada em liquidificador e colocada em contato com os liquidos
extratores: alcool etilico 95% (Synth) e propilenoglicol (Galena), ambos extraidos por
maceracdo (12 dias) (SIMOES et al., 1999). Apds a filtracdo em papel de filtro
obteve-se, respectivamente, a solucdo extrativa etandlica e a solucdo extrativa
glicdlica. Uma parte da solucdo extrativa etandlica foi concentrada em rota-
evaporador a vacuo com pressao de 600 mmHg e temperatura em torno de 50 *
2T, conforme Figura 5. O solvente residual foi eliminado em estufa a 50 + 2T,
obtendo assim o extrato bruto, que foi acondicionado em frasco ambar devidamente
rotulado e pesado para verificar seu rendimento. Foram utilizados 1,170 kg de
camomila (inflorescéncias) e obteve-se de extrato bruto 59,75 g. Todos os extratos
foram mantidos em geladeira a 5 = 2°C. No momento do uso, o extrato bruto foi

levigado em alcool etilico 95% (Synth).
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Matricaria recutita L.
capitulos florais

l

Pulverizacao

I

Maceracéao

Alcool etilico 95%

l

Solugao extrativa
etandlica

I

Rota-evaporador

I

Extrato bruto
etandlico

Propilenoglicol

l

Solucéo extrativa glicélica

Incorporado nas formulacbes semi
sélidas (carbopol, natrosol e HPMC) nas
concentragdes 3% e 5%

Incorporado na formulacdo semi

-solida

(carbopol) nas concentracdes 3% e 5%

Figura 5. Organograma da obtencao das solucdes extrativas etanolica e glicolica e
do extrato bruto etandlico de Matricaria recutita L.
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4.2.2 Cromatografia em camada delgada dos extratos  obtidos

As amostras dos extratos obtidos em laboratério e dos padrdes foram
aplicadas em quantidade de 1 pyL com capilar, na forma de manchas circulares
sequencialmente, a distancia ndo inferior de 0,5 cm das bordas laterais e inferior, na
cromatoplaca. Em seguida, introduziu-se a cromatoplaca na cuba colocando-a na
posicdo tdo préxima da vertical quanto possivel, de modo tal que os pontos de
aplicacao ficassem acima do nivel do eluente, em cuba saturada, tendo como
sistema de eluicdo, uma mistura de acetato de etila, acido formico, acido acético e
agua destilada (110:5:5:10) (WAGNER & BLADT, 1996 ).

Manteve-se a cuba fechada para o desenvolvimento do cromatograma até
que o eluente atingisse o limite. Apdés a secagem, com um soprador térmico,
procedeu-se a revelagdo com NP/PEG e UV 365 nm (WAGNER & BLADT, 1996).

As amostras aplicadas foram: extrato bruto de camomila, solugdo extrativa
glicdlica e solugcdo extrativa etandlica de camomila e os padrbes (flavondides)

quercetina (Sigma-Aldrich), apigenina (Sigma-Aldrich) e luteolina (Sigma-Aldrich).

4.2.3 Desenvolvimento das formulagdes

Foram preparadas bases galénicas gelificantes de caracteristica hidrofilica.
Conforme trabalhos realizados com preparacfes para uso topico, empregaram-se
nesse estudo trés polimeros comumente utilizados na farmacotécnica das
preparacdes semi-solidas: carbopol 940P, natrosol®250 e hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), nos quais foi incorporada a solugcéo extrativa etandlica de camomila, em
duas diferentes concentracdes 3% e 5%. Para o gel de carbopol, além da solucdo
extrativa etandlica, também foi incorporado o extrato bruto de camomila (nas
concentragfes 3% e 5%) apos levigagdo em éalcool etilico 95%. Segundo Carvalho
(2004), para uso externo, a dose recomendada de extrato de camomila em
compressas, cremes ou pomadas é de 3-10%. Estas concentracoes (3% e 5%) sao

muito utilizadas em Farmécia de Manipulacéo.
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4.2.3.1 Preparacéo do hidrogel carbopol 940P

Pesou-se o carbopol 940P em balanca eletrénica Marte® modelo As 500C e
em seguida o distribuiu, vagarosamente, sobre agua recém-destilada com os
conservantes (propilparabeno, metilparabeno e imidazolidiluréia) e quelante (EDTA)
em um becker (1.000 mL), deixando-0 em repouso por um periodo aproximado de
24 horas, para facilitar a homogeneizacdo do polimero (MURA et al., 2007). Ap6s
esse periodo de repouso, com o0 auxilio de um agitador mecanico (Fisatom 175),
iniciou-se a agitacdo a 200 rpm por 15 minutos, acrescentando-se os demais
componentes da formula, conforme Tabela 1, sendo adicionado por ultimo o Lauril
sulfato de sédio (LSS) (THOMPSON, 2006).

O extrato bruto de camomila foi adicionado ao gel de carbopol apos sua re-
suspensédo em alcool etilico 95% (nas concentragdes 3% e 5%). A solucdo extrativa
etandlica de camomila foi adicionada também nas concentragfes de 3% e 5%,
perfazendo um total de 4 formulagGes. Verificou-se o pH das preparacfes logo apds
a sua fabricacdo em pHmetro digital modelo PG 1800, fabricado pela Gehaka. Para
a realizagdo da avaliacdo preliminar da estabilidade e da estabilidade acelerada, as
temperaturas - 10 £ 2C, 5+ 2T, 37 £ 2C e 50 + 2 <, as preparacoes ficaram em
repouso por 24 horas e apos esse periodo fracionou-se a quantidade de 25 g de
cada gel, em duplicata, que foram acondicionadas em potes de polietileno brancos

opacos com boca larga e capacidade para 30 g, com tampa do tipo rosca e batoque.

4.2.3.2 Preparacdo do hidrogel Natrosol ~© 250

Todos os componentes da formulacdo foram pesados separadamente,
conforme Tabela 1. Colocou-se o natrosol em um becker (1.000 mL) com os
conservantes (propilparabeno, metilparabeno e imidazolidiluréia), quelante (EDTA) e
agua recém-destilada. Em seguida, levou-se essa mistura a uma placa aquecedora
marca Fisatom, sob temperatura de 55 + 2°C, agitando continuamente com o auxilio
de um bastdo de vidro até completa dissolu¢cdo desses componentes.

Levou-se essa mistura a um agitador mecanico (Fisatom 175) a 250 rpm
durante 15 minutos, acrescentando os demais componentes da férmula, conforme

Tabela 1, sendo adicionado por ultimo o LSS. Seguiu-se o mesmo procedimento
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mencionado no item 4.2.3.1 em relacdo a adicdo da solucdo extrativa etandlica de

camomila, assim como o acondicionamento dessas preparagoes.

4.2.3.3 Preparacéo do hidrogel HPMC

Os componentes da formulacdo foram pesados, separadamente, conforme
Tabela 1. Em um becker (1.000 mL) colocou-se os conservantes (propilparabeno,
metilparabeno e imidazolidiluréia), quelante (EDTA) e agua recém-destilada
levando-se em seguida a uma placa aquecedora (Fisatom), sob temperatura de 55
+ 2°C, com agitacdo continua até completa dissolugdo desses componentes.
Adicionou-se, lentamente, o HPMC, homogeneizando com auxilio de um bastéo de
vidro até completa dissolucdo (THOMPSON, 2006). Levou-se essa mistura ao
agitador mecanico Fisatom 175 sob 200 rpm durante 15 minutos, onde se
acrescentou a glicerina e 0 LSS. Seguiu-se 0 mesmo procedimento mencionado no
item 4.2.3.1 em relacdo a adicdo da solucéo extrativa etandlica de camomila, assim

como o acondicionamento das mesmas.

4.2.4 Avaliacdo preliminar de estabilidade

4.2.4.1 Teste do estresse térmico

Nesse teste utilizou-se estufa da marca Fanem, a 50 + 2°C, e freezer a -10
2°C, temperaturas monitoradas diariamente. As amostras foram intercaladas, na
estufa e freezer, a cada 24 horas durante doze dias, nas temperaturas mencionadas,
totalizando seis ciclos (BRASIL, 2004). Essas amostras foram avaliadas diariamente,
conforme as suas caracteristicas organolépticas, dando énfase para possiveis
alteracdes na aparéncia, cor e odor. A homogeneidade, brilho e auséncia de grumos
e precipitados também foram avaliados. Os testes foram realizados por meio da

visualizacao e percepcao direta (FERREIRA, 2000).
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4.2.5 Teste de estabilidade acelerada

4.2.5.1 Teste de submisséo a temperaturas de armaze namento

Amostras de cada tipo de formulagdo gelificante em analise foram
submetidas ao armazenamento em situacdes de temperatura extremas (refrigerador
a b x 2°C, estufa a 37 £ 2°C e 50 + 2°C) durante 90 dias, sendo periodicamente
monitoradas (BRASIL, 2004; ANSEL et al., 2000). As preparacdes no refrigerador (5
+ 2°C) e a temperatura ambiente (25 + 2°C) foram utilizadas como amostras de
referéncia, condicbes onde sao esperadas as menores alteragdes (BRASIL, 2004).

Todas as amostras em duplicata foram avaliadas durante os intervalos de 1,
7, 15, 30, 60 e 90 dias para verificar possiveis alteracdes nas caracteristicas

organolépticas (aspecto, cor e odor) (BRASIL, 2004).

4.2.5.2 Verificacao do valor de pH

A verificagcdo do valor de pH foi realizada em um pHmetro digital modelo PG
1800 (Gehaka) previamente calibrado com solugcbes tampéo de fosfato e bifitalato,
pH 7 e 4 (TAS et al., 2003). As amostras acondicionadas em temperatura ambiente
(25 £ 2°C) foram colocadas diretamente no pHmetro para verificacdo do pH durante
90 dias.

4.2.5.3 Viscosidade

Para esta avaliagdo empregou-se 0 viscosimetro rotacional Brookfield
(Brookfield Viscometer DV-Il, USA) (Figura 6), no qual a viscosidade € medida por
velocidade de rotacdo de eixos metalicos (spindle) imersos na amostra (FERREIRA,
2000). Segundo Aulton (2005), o viscosimetro Brookfield se baseia no arraste
viscoso exercido por um corpo, quando ele é girado em um fluido para determinar a
viscosidade deste, e com a finalidade de determinar a variacdo da tensdo de
cisalhamento e da viscosidade aparente em funcédo do tempo.

Verificou-se a viscosidade das formulagdes gelificantes que se encontravam

acondicionadas a temperatura ambiente. Essa avaliagéo foi realizada a temperatura
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de 20 + 2°C, com leitura em centiPoise (cP), com intervalos de leituras de 1, 7, 15,
30, 60 e 90 dias. Para cada dia de leitura foram tomadas as viscosidades de 2 em 2
minutos por 20 minutos.

Uma quantidade de 100 g de cada amostra foi colocada em um becker de
vidro (MURA et al., 2000) para a leitura da viscosidade. O programa utilizado para
efetuar as leituras foi Wingather V1.1 Brookfield Engineering Laboratories.

Para a leitura dos géis de carbopol com solugdo extrativa etandlica e o
extrato bruto de camomila nas duas diferentes concentragdes 3% e 5% utilizou-se o
spidle LV4 a uma rotacéo de 1,5 rpm.

Para a leitura dos géis de HPMC com solucdo extrativa etandlica de
camomila nas duas diferentes concentragcoes 3% e 5% utilizou-se o spidle LV4 a
uma rotacdo de 0,1 rpm. Com as amostras dos géis de natrosol com solugéo
extrativa etanolica de camomila nas duas diferentes concentracbes 3% e 5%
empregou-se o spidle LV3 a uma rotacao de 1,5 rpm.

Para todas as medidas foi estudado e determinado previamente o tempo
necessario para que a inércia inicial do movimento nao influenciasse na obtencéo
dos dados. Este tempo, que denominaremos de tempo de inércia, € estimado
submetendo-se a amostra a rotacao desejada e observando o valor da viscosidade a
cada segundo, sendo o tempo adotado aquele no qual a viscosidade apresentou-se

estavel por mais de um minuto que antecede a escolha.

BROOKFELD

SAMSUNG

Figura6. Viscosimetro de Brookfield (Laboratorio de Caracterizacdo de Fluidos
Complexos — Grupo Vortex — Engenharia Mecéanica - UnB)
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4.2.5.4 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios adotados para a aprovacado ou rejeicdo das amostras avaliadas
pelo teste de estabilidade acelerada foram:
= Aspecto: integridade das amostras mantendo o aspecto inicial nas
condi¢des de armazenamento;
= Cor e odor: leves modificacbes em temperaturas elevadas;
= Valor de pH: leves modificacdes;
= Viscosidade: leves modificagbes, que ndo comprometem a percepgao

visual das amostras.
4.2.6 Teste de estabilidade microbiolégica das form  ulacbes

O método utilizado para a determinacdo do numero de microorganismos
viaveis em meio sélido foi semeadura em profundidade — pour plate (teste de
contagem microbiana).

As amostras utilizadas foram: gel de carbopol com SEEC 3% e 5%; gel de
carbopol com EBC 3% e 5%; e, como controle negativo, o gel de carbopol sem o
farmaco. No teste de contagem microbiana para produtos nao estéreis € necessario
inativar os conservantes presentes na formulacdo que sera avaliada. Conforme
Tabela 1, utilizaram-se como conservantes os parabenos e imidazoliniluréia, por isso
empregou-se como inativante o Tween 80, na quantidade de 1%, conforme literatura
(PINTO et al., 2003).

O diluente utilizado foi tampao fosfato pH 7 com 1% de Tween 80,
previamente esterilizado em autoclave a 121 durante 15 minutos em erlenmeyer.
Em presenca de bico de Busen, amostras de 10 g de cada gel foram transferidas
para 90 mL do diluente previamente esterilizado. Os quatro recipientes inoculados
com as respectivas amostras dos geis de camomila, assim como o erlenmeyer com
o controle negativo referente ao gel de carbopol, foram agitados vigorosamente
durante alguns minutos em agitador tipo vortex.

As semeaduras das culturas foram efetuadas a partir da primeira diluicdo
(10, diluente com Tween 80, assim como a partir das diluicées subsequentes (107
e 107), diluente sem Tween 80, sempre com tomadas de ensaio de 1 mL

transferidas para volumes de 10 mL de solugdo tamponada pH 7 (p/v), esterilizada,
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em tubo de ensaio. As semeaduras foram feitas em placas de petri em duplicata,
usando cerca de 20 mL de &gar caseina-soja (TSA-Tryptic Soy Agar) (Acumedia®)
por placa, para avaliacdo de crescimento de bactérias. O mesmo procedimento foi
adotado para avaliacdo de crescimento de fungos empregando 20 mL de
Sabouraud-dextrose (Acumedia®) por placa.

As placas com &gar caseina-soja foram transferidas para estufa, em posicéo
invertida, sob temperatura de 35 + 2°C durante 72 horas, enquanto as placas com
Sabouraud-dextrose foram transferidas para estufa a 30 + 2°C durante 120 horas.

Decorrido o tempo, foi efetuada a contagem do namero de colénias.

4.2.7 Avaliacdo da toxicidade da Matricaria recutita L.

4.2.7.1 Teste de Draize - irritacdo priméria de pel e em coelhos

O teste empregado consistiu em avaliar a possivel toxicidade das
formulacbes em estudo: extrato bruto e solucdo extrativa etandlica de camomila nas
duas concentracdes propostas 3% e 5%. Foram utilizados doze coelhos albinos
(Oryctolagus cuniculus), da raca Nova Zelandia, brancos, adultos, pesando 2,5 a 3,2
kg. Os animais apresentavam-se saudaveis, sem injarias externas e sem alteracfes
patoldgicas detectaveis em sua pele.

Aproximadamente 24 horas antes do inicio do teste, 10 cm? da regido dorsal
dos animais foram submetidos a tricotomia com um tosquiador elétrico. O teste foi
realizado numa area demarcada de 6 cm?. Amostras de 0,5 g dos quatro géis em
estudo, do Voltaren Emulgel® (diclofenaco de sédio) como controle positivo e do gel
de carbopol sem a camomila como controle negativo foram previamente pesadas,
separadamente, sobre gaze cirdrgica, em balanca eletrénica, minutos antes do inicio
do teste e aplicados, em duplicata, diretamente na 4rea em tricotomia (OECD, 2002).

A gaze com a amostra foi fixada na area entre os membros inferiores, sendo
envolvida por fita hipoalérgica microporosa durante quatro horas antes do inicio das
leituras do teste (OECD, 2002).

ApOs o0 periodo de exposicdo, os patchs oclusivos foram removidos,
aguardando-se 60 minutos para realizar a primeira leitura. As leituras seguintes
foram realizadas ap0s 24, 48 e 72 horas. Observou-se, nesse processo, a ocorréncia

de possiveis manifestacdes alérgicas, como irritagdo, edema ou escaras, seguindo a
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Tabela de Draize (ANEXO B). Durante todo o periodo os animais foram mantidos,
individualmente, dentro de suas respectivas gaiolas (OECD, 2002).

ApoOs uma semana de descanso 0s animais novamente foram submetidos a
tricotomia em regido dorsal oposta a utilizada anteriormente, seguindo-se 0 mesmo
procedimento anteriormente descrito. Numa area delimitada de 6 cm? foram feitas,
com auxilio de uma agulha, duas ranhuras paralelas e longitudinais, sendo em
seguida aplicadas amostras representativas de 0,5 g de cada gel em estudo, em
duplicata, numa gaze cirdrgica. Manteve-se 0 mesmo procedimento ja descrito
qguando se avaliou a pele intacta dos animais durante 72 horas de teste (PINTO et
al., 2003).

4.2.8 Avaliacéo da atividade antiinflamatéria da  Matricaria recutita L.

4.2.8.1 Edema de pata induzido por injecdo de carra genina

Para avaliacdo da atividade antiinflamatéria foram utilizados ratos “Wistar”,
machos, pesando entre 230 a 280 g. Os animais foram mantidos sob condi¢cbes
ambientais controladas. Cada animal foi submetido a tricotomia na regido dorsal com
um tosquiador elétrico cuja &rea foi de aproximadamente 10 cm?, 24 horas antes do
experimento, conforme Figura 7. A racdo e a agua foram retiradas duas horas antes
dos testes.

Para obter um resultado comparativo sobre o potencial de agéo do promotor
de penetracdo cutaneo, foram preparadas formulagbes com e sem LSS. A
quantidade de gel aplicado em cada animal (dorso) foi de 1 g, com formulagdes
assim distribuidas:

Regido — Dorso

= gel de carbopol com solucédo extrativa etandlica a 3% e 5% com LSS;

= gel de carbopol com solucéo extrativa etandlica a 3% e 5% sem LSS;

= gel de carbopol com extrato bruto a 3% e 5% com LSS;

= gel de carbopol com extrato bruto a 3% e 5% sem LSS.

O gel foi friccionado no local por 50 vezes, para melhor absorcéo. Ratos do
grupo controle negativo receberam somente o gel de carbopol com LSS e gel de

carbopol sem LSS (1 g) no dorso. Diclofenaco sédico 1% (Voltaren Emulgel®,
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Novartis) (1 g) foi aplicado no dorso como controle positivo. Drogas ou placebo
foram aplicados uma hora antes da injecao de carragenina (SEMNANI et al., 2004).

Apos 1 hora, os animais receberam injecao intraplantar nas patas traseiras
direitas de 0,1 mL de carragenina 1% (p/v) diluido em salina estéril e igual volume de
salina 0,9% estéril como controle nas patas esquerdas traseiras (SULEYMAN et al.,
2003; SHIN et al., 2000).

Imediatamente ap0s a injecdo da carragenina, o volume das patas foi
medido e o0s animais permaneceram em gaiolas, sendo monitorados quanto ao
edema durante 5 horas com medicfes regulares a cada 1 hora (SULEYMAN et al.,
2003), para avaliar possiveis redugbes no edema induzido por carragenina
empregando equipamento simulado do tipo pletismografo, com trés seringas, sendo
duas delas de 20 mL preenchidas com a mistura agua destilada (80 mL), mais alcool
etilico (20 mL), mais Tween 80 (0,05 mL), e uma seringa de 3 mL vazia, onde era
realizada a leitura do deslocamento da mistura mencionada, conforme Figura 8
(LAPA et al., 2003).

O teste consistiu em colocar a pata edemaciada dentro da seringa de 20 mL
fixada num suporte de ferro até o maléolo lateral e, com o auxilio da seringa de 3
mL, verificou-se o volume deslocado, conforme Figura 9. Essas medidas foram feitas
tanto com a pata direita quanto com a pata esquerda do rato que tinha a solucéo
salina como controle. Foram testados oito tipos de géis ja mencionados, dois grupos
controle negativo (gel com LSS sem o farmaco e gel sem LSS sem o farmaco) e um
grupo controle positivo - Voltaren Emulgel® (diclofenaco de sédio). Cada grupo era

composto por 5 animais.

Figura 7 . Rato com dorso tricotomizado



Figura 8 . Partes do simulador do pletismografo

Figura 9 . Medic&o do edema da pata do rato
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4.2.9. Condigbes analiticas (HPLC)

4.2.9.1. Instrumentacao

A otimizacdo do método analitico para verificagcao da presenca da apigenina,
em camomila, flavondide de maior relevancia e em maior quantidade, foi realizada
utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O equipamento empregado nessa analise foi um sistema de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia, sistema “Prominence” com software controlador LC
Solution (Shimadzu Corporation, Japdo), com controlador de sistema modelo CBM-
20A, injetor automatico com “loop” de 50uL modelo SIL-20A, com sistema de
bombeamento de solvente modelo LC-20A e sistema de desgaseificacdo “on-line”

modelo DGU-20A (Shimadzu Corporation, Japao).

4.2.9.2 Condigbes cromatogréficas

As condi¢cbes analiticas para a separacdo da apigenina e diclofenaco de
sbédio foram padronizadas por meio de sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, usando coluna tipo fase reversa C18, medindo (150 mm x 2,1 mm), com
silica de 3,5 micrometros (Kromasil®) “Lab-made”, empacotada no laboratério. A fase
movel foi constituida por acetonitrila, tampéo acetato de aménia 20 mM (pH 6,7). A
cromatografia das amostras foi realizada em temperatura ambiente, com volume de
injecdo de 10 pL e com vazéo de 0,2 mL/min. A deteccao foi realizada em 350 nm.
Foi empregado um gradiente de fase moével de 0 a 1,0 min, a 55% de ACN ; de 1,01
a 5,0 min, a 90% de ACN; acima de 5,01 min, 55% de ACN.

4.2.9.3 Preparacéo das solucdes

As solucbes, padrao da apigenina e de diclofenaco de sdédio, foram
preparadas separadamente transferindo-se 10 mg de cada para baldo volumétrico
de 25 mL. Foram adicionados cerca de 20 mL de metanol em cada baldo e as
solugbes foram agitadas em ultra-som por 10 minutos. Os volumes foram

completados com metanol, obtendo-se solu¢gdes contendo 400 pug de farmaco/mL. A
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partir destas solucfes, diluicbes foram efetuadas transferindo-se aliquotas para
baldes volumétricos e completando-se os volumes com a respectiva fase movel
(ACN: tampéao acetato de amonia 20 mM, pH 6,7, 50:50) para obter concentracao
final de 20 pug de farmaco/mL.

As amostras do flavondéide apigenina e dos extratos de camomila avaliados
(solucdo extrativa etandlica e extrato bruto) foram preparadas diluindo-se as
aliquotas com a fase moével (ACN: acetato de amoénia 20 mM, pH 6,7, 50:50).

Todas as amostras foram filtradas através da membrana Millipore™ FGLP
0,45 pum de tamanho de poro, didametro de 13 mm né&o estéril (Millipore Corporation,
MA, USA), antes de serem injetadas no sistema, para evitar entrada de impurezas e

particulas maiores na coluna.
5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estatisticos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de multipla comparacgéo utilizando-se o método Newman-Keuls.
Valores de p < 0,05 foram considerados indicativos de significancia. Os testes foram

realizados utilizando-se o programa GraphPad® (Prisma).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos obtidos em laboratorio foram analisados por cromatografia em
camada delgada (CCD), com objetivo de fornecer subsidios ao controle de qualidade
deste insumo farmacéutico.

Conforme mencionado na metodologia, os extratos foram preparados com
20 g de inflorescéncias da camomila (para 80 mL de liquido extrator), pois quando se
empregou 10 g de inflorescéncias ndao houve evidéncia da presenca dos flavondides
estudados na cromatografia em camada delgada. Quando se aumentou a
quantidade para 30 g de inflorescéncias, apesar de ter a presenca da apigenina em
estudo, esse extrato, quando utilizado para preparo dos géis, apresentou reacéo de
eritema e edema, segundo o método de Draize.

Os resultados deste trabalho demonstram que a solucdo extrativa etandlica
e extrato bruto etandlico de camomila obtidos em laboratério tiveram presenca de
apigenina na CCD, mas nao apresentaram luteolina e quercetina, conforme Figura
10. ApOs aplicacéo de revelador NP/ PEG e quando observados sob luz ultravioleta
(365 nm), apresentaram fluorescéncia amarela e R; ~ 0,86.

A partir desses resultados na CCD foi necessario quantificar os constituintes
fitoquimicos nos extratos, adotando-se, para tanto, outra metodologia analitica. Para
isso, € preciso aprofundar, por meio de uma analise em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), e verificar se essa quantidade de flavondide € suficiente para ser
guantificada.

A Figura 10 apresenta o perfil cromatografico por CCD do extrato bruto de
camomila (EBC) e da solucéo extrativa etandlica de camomila (SEEC) comparados
aos padrdes apigenina, quercetina e luteolina. Observou-se maior concentracao da
apigenina no EBC e perfil semelhante com a SEEC. Na solugéo extrativa glicolica de
camomila (SEGC) nao foi encontrado nenhum flavondide, podendo-se cogitar que o
solvente utilizado (propilenoglicol) ndo seria um bom extrator nas condi¢cdes do
processo de maceracédo empregado.

Como o resultado da SEGC nédo apresentou o efeito esperado, foram
avaliados dois extratos glicolicos comerciais, obtidos em Farméacia de Manipulacao,
para verificar se os flavonodides em estudo estavam presentes. A CCD desses dois
extratos nas mesmas condi¢cdes empregadas para a SEGC produzida em laboratorio

ndo constatou a presenca de nenhum dos trés flavonoides.
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A idéia inicial era verificar se o extrato glicélico da camomila apresentaria
acdo antiinflamatéria, pois este tipo de extrato € comumente empregado em
Farmacias de Manipulacdao. Porém, confirmada a auséncia dos flavonoides por meio
da CCD e confirmada a auséncia da apigenina por meio da CLAE, optou-se por
avaliar a SEEC e EBC.

Figura 10 . Cromatografia em camada delgada: 1 — quercetina, 2 — luteolina, 3 —
apigenina, 4 - EBC e 5 - SEEC

Entre os métodos analiticos aplicados no estudo de plantas, a CCD é
amplamente empregada, uma vez que fornece dados para a identificacdo de
mateérias-primas vegetais e produtos fitoterapicos derivados (tinturas, extratos, 6leos
volateis, entre outros) (CARVALHO et al., 2006; VALENTE et al., 2006). E um
meétodo rapido, eficiente, de baixo custo e reprodutivel (VALENTE et al., 2006). Além
da identificacdo, os métodos cromatograficos permitem inferéncias a respeito da
pureza do material. Embora seja qualitativo, este método é adequado a analise
preliminar dos produtos derivados de plantas e tem sido empregado em diversas
monografias das Farmacopéias (CARVALHO et al., 2006).
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Segundo Farias (2004), a qualidade das matérias-primas nao garante, por si,
a eficécia, a seguranca e a qualidade do produto final. A seguranca e a eficicia de
um fitoterapico devem ser definidas para cada produto, pois dependem de diversos
fatores, como a metodologia de obtencdo dos extratos, a formulacdo e a forma
farmacéutica do produto final, entre outros. Assim, faz-se necessario controle
rigoroso de todas as etapas do processo. Os parametros de qualidade da matéria-
prima vegetal devem ser pré-definidos e os procedimentos de preparacdo dos
extratos devem ser padronizados, obtendo-se, desta forma, os chamados produtos
padronizados.

Partindo do fato de que o EBC e a SEEC apresentaram apenas apigenina na
CCD, efetuou-se estudo cromatografico empregando CLAE para, por meio de
processo de otimizacdo, quantificar este flavonodide nos dois extratos obtidos.

Na andlise por CLAE, a curva padrdo de dois pontos foi preparada
utilizando-se padréo de apigenina nas concentragdes de 5 pg/mL e 10 pg/mL. Cada
ponto foi injetado trés vezes. A equacao da reta y = 450628x + 155039 dada pela
curva analitica (Figura 11) permitiu o célculo da concentracdo de apigenina contida
no EBC.

Curva Padrao R-Enantiomero
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Figura 11 . Curva Padrdo R-Enantibmero do padréao apigenina
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A Figura 12 mostra o perfil cromatografico do padréo flavondide apigenina
(Sigma). O tempo de retencdo foi de aproximadamente cinco minutos para a

apigenina.
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Figura 12. Cromatograma do padrdo flavondide apigenina a 10 pg/mL obtido por
CLAE
A identificacdo do flavonoide apigenina nas amostras foi realizada por
comparacdo com cromatograma do padrdo. A Figura 13 mostra o perfil
cromatografico da presenca da apigenina no EBC. O tempo de retencdo foi de seis
minutos.
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Figura 13. Cromatograma do EBC obtido por CLAE
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A Figura 14 mostra por meio do cromatograma da SEEC que o pico de
apigenina encontrado nesta amostra apresenta tempo de retencdo igual a seis

minutos.
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Figura 14 . Cromatograma da SEEC obtido por CLAE
pico de apigenina =QO

Com relacéo ao gel referéncia (diclofenaco de sédico — Voltaren Emulgel®),
(Figura 15) aconteceu o esperado: o tempo de retencéo coincidiu, em uma faixa de +

2%, com o tempo de retencao do padréo que foi de oito minutos.
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Figura 15. Cromatograma do gel de referéncia (diclofenaco sddico) obtido por
CLAE.
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As andlises cromatograficas demonstraram que a apigenina foi encontrada
em ambos os extratos, sendo o pico do EBC mais pronunciado que o da SEEC,
conforme cromatogramas apresentados pelas Figuras 13 e 14, respectivamente.

Na literatura sdo mencionados valores de apigenina na forma livre em flores
liguladas de camomila na propor¢do de 0 a 0,5%. Para a apigenina glucosideo,
menciona-se a faixa de 3 a 9% nesse mesmo tipo de flores (ZEKOVIC et al., 1994).
Conforme célculos pdde-se estimar que a quantidade de apigenina presente no EBC
€ 22,1 ug/mL, ou seja, 0,04%.

Quando se prepara um extrato das inflorescéncias de uma planta, nem
sempre se consegue extrair toda a proporcao de flavondides presentes. Sdo varios
0S parametros a serem considerados e ndo apenas 0 processo de extracdo, mas
também o solvente empregado na extracdo, as condi¢cdes de cultivo e coleta da
planta.

O desenvolvimento de formula¢cdes cosméticas, nas suas diversas formas de
apresentacao (soélidas, semi-sélidas e liquidas), exige a selecdo das matérias-primas
envolvidas e criterioso desenvolvimento tecnologico, além da validacdo da
metodologia analitica utilizada no doseamento da(s) substancia(s) ativa(s) de modo
a assegurar a qualidade (fisica, fisico-quimica, quimica, microbiolégica e
toxicolégica), a seguranca, a eficacia, a aceitacdo e a adesédo do produto final pelo
usuério (MAIA CAMPOS, 2002; SCHUELLER & ROMANOWSKI, 2002; SIMMONS,
2000).

Para Bilia e colaboradores (2001), o estudo de estabilidade representa uma
parte indispensavel para o ensaio de produtos farmacéuticos e cosméticos, pois a
instabilidade das preparacbes modifica o0s requisitos qualidade, eficacia e
seguranca.

As formulacdes desenvolvidas foram macroscopicamente analisadas, ap0s o
periodo de repouso de 24 horas, verificando-se aquelas consideradas
aparentemente estaveis, com caracteristicas organolépticas adequadas, segundo
critérios do formulador e da literatura (TADROS, 2004; TANO, 2003).

Os géis macroscopicamente sem alteracdes fisicas apresentaram cor de
amarelo claro a amarelo escuro e odor caracteristico da camomila, conforme a
concentracdo da solucdo extrativa adicionada. A Figura 16 apresenta os géis de

carbopol com SEEC, enquanto a Figura 17 apresenta os géis de carbopol com EBC.
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Figura 16 . Amostras dos géis de carbopol: 1 — SEEC 5% e 2 — SEEC 3%

Figura 17 . Amostras dos géis de carbopol: 1 — EBC 3% e 2 — EBC 5%

Ao compararmos 0s géis de carbopol com SEEC com aqueles com EBC, é
visivel a diferenciacdo da cor dessas preparacdes. A cor verde escura traz certo
problema com relacdo a aceitabilidade do paciente ao tratamento com uma
formulacdo semi-solida, uma vez que pesquisas ja demonstraram a preferéncia dos
pacientes em utilizar géis transparentes, pois géis com coloracdo escura dao a idéia
gue podem manchar a pele (LIEBERMAN et al., 1996).

Embora seja desejavel, pois € importante também avaliarmos o lado estético
da formulacdo, tem-se por outro lado algo muito mais relevante que é a acao
terapéutica, pois se pretende comprovar, através desse estudo, que o extrato de
camomila numa base gelificante, comumente empregado na area farmacéutica
magistral, apresenta o efeito antiinflamatério que a literatura menciona através dos
seus varios constituintes.

Para Barry (2002) é desejavel a aparéncia homogénea e com odor
agradavel. Os pacientes geralmente preferem formulacdes topicas que sejam faceis
de serem transferidas de recipiente, espalhadas prontamente e com suavidade, que
nao deixem residuos detectaveis e sejam aderentes a area tratada sem tornar-se

pegajosa ou de dificil remocéao.
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A acado terapéutica se concretiza com adesdo ao tratamento. Durante o
desenvolvimento de uma forma farmacéutica, todos os parametros devem ser
considerados, inclusive o marketing farmacéutico, que faz parte da rotina da
induUstria na busca de resultados com o tratamento.

Durante o estudo de estabilidade, os resultados obtidos na avaliacdo
preliminar foram considerados satisfatérios, pois todas as preparacdes semi-sélidas
mostraram-se estaveis durante os 12 dias de observacdo, ndo sendo identificados
sinais de instabilidade como sinérese (separacéo espontanea de um sistema coloidal
homogéneo em duas fases: gel e liquido), alteracdo da cor, do odor, da aparéncia e
da homogeneidade. Sendo assim, todas as formulagbes foram consideradas
adequadas para 0s experimentos seguintes relacionados com o teste de
estabilidade acelerada.

O teste de estabilidade acelerada visa conferir as formulacfes condi¢des
para o envelhecimento acelerado, permitindo selecionar aquelas de melhor perfil de
estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica, segundo os parametros avaliados.
Trata-se, portanto, de um teste de orientacado, indicando qual veiculo cosmético em
estudo confere estabilidade adequada (BRASIL, 2004).

Segundo a legislacdo brasileira vigente, o teste de estabilidade acelerada é
destinado a aumentar a velocidade de degradac¢éo quimica e modificacfes fisicas de
substancias e/ou alteracdes na forma farmacéutica ou cosmética, empregando-se
condi¢cbes drasticas de armazenamento, com a finalidade de monitorar as reacdes
de degradacdo e prever o prazo de validade nas condicdes normais de
armazenamento (BRASIL, 2004; BRASIL, 2002).

A Tabela 2 descreve os perfis da estabilidade de todas as formulacfes
desenvolvidas, por meio da analise das caracteristicas organolépticas (aspecto, cor
e odor). Os ensaios foram conduzidos nos dias previamente estabelecidos, em

condi¢cbes de armazenamento e de temperaturas extremas.
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1 dia 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Gel 5°C 37°C 50 °C 5°C 37°C 50 °C 5°C 37 °C 50 °C 5°C 37°C 50 °C 5°C 37°C 50°C 5°C 37°C 50°C
F1 | Acios  Ac/os  Ac/OS | ACIOS  AC/IOS AC/OS | ACIOS  AC/OS  AC/OS | ACIOS  ACIOS  AC/OS | AC/IOS  AC/IOS AC/OS | AC/IOS ACIOS  AC/OS
F2 AF/OS AFIOS  AF/OS AFIOS  AF/OS AF/OS | AF/OS AF/OS AF/OS AF/OS AF/OS AF/OS AFIOS  AF/IOS AF/OS | AFIOS AF/IOS  AF/OS
F3 | veios  VvE/OS  VE/OS VE/OS  VE/OS VE/OS | VE/OS  VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS  VE/OS VE/OS | VE/OS VE/OS VE/OS
F4 | VvE/OS  VE/OS  VE/OS VE/OS  VE/OS VE/OS | VE/OS  VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS VE/OS  VE/OS VE/OS | VE/OS VE/OS VE/OS
F5 | AC/OS  AC/OS  AC/OS | AC/IOS  AC/IOS  ACIOS M AC/IOS  AC/OS M AC/OS  AC/OS M AC/IOS  ACIOS M M M
F6 AF/OS AFIOS  AF/OS AFIOS  AF/OS  AF/OS M AF/OS AF/OS M AF/OS AF/OS M AFIOS  AF/OS M M M
£, | ACIOP/  ACIOP/  ACIOP/ | AC/OP/  ACIOP/ ACIOP/ | AC/OP/  AC/OP/  ACIOP/ | ACIOP/  ACIOP/  AC/OP/ | ACIOP/ M M AC/OP/ M M
os os 0s os 0s os 0s os os os 0s os 0s 0s
rg | AFIOP/  AFIOP/  AFIOP/ | AFIOP/  AF/OP/  AF/OP/ | AFIOP/  AFIOP/  AF/OP/ | AF/OP/  AFIOP/  AFIOP/ | AF/OP/ M M AF/OP/ M M
0s os os os os os 0s 0s os os os os 0s 0s

F = férmula; °C = graus Celsius; F1 = gel carbopol SEEC 3%; F2 = gel carbopol SEEC 5%; F3 = gel carbopol EBC 3%; F4 = gel carbopol EBC 5%; F5 = gel
natrosol SEEC 3%; F6 = gel natrosol SEEC 5%; F7 = gel HPMC SEEC 3%; F8 = gel HPMC SEEC 5%; AC = amarelo claro; OS = odor sui generis; AF = amarelo
forte; VE = verde escuro; OP = Opaco; M = madificado
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Analisando os resultados da Tabela 2, verificou-se que o aspecto das
formulagbes se apresentou com algumas modificagcbes no decorrer do tempo,
principalmente para os testes as temperaturas de 37 + 2°C e 50 + 2°C.

Os géis de carbopol com SEEC 3% (F1), SEEC 5% (F2), EBC 3% (F3) e
EBC 5% (F4) mantiveram-se, durante os 90 dias de observacédo, sem alteracdes
organolépticas significativas.

Ao observar as preparacbes com natrosol, verifica-se que houve
modificacdes nas formulaces F5 (gel natrosol SEEC 3%) e F6 (gel natrosol SEEC
5%) com 15 dias de preparacdo. Essa modificacdo se refere a presenca de placas
brancas na superficie dessas amostras quando armazenadas a temperatura de 5 +
2°C.

Apos 30 dias de teste, as formulacbes F5 e F6 a temperatura de
armazenamento (5 + 2°C) continuaram apresentando placas brancas, o que
permaneceu até o final do teste. Isso sugere que as preparacdes F5 e F6 podem ter
apresentado essas placas brancas devido a eventual contaminacéo microbiana, uma
vez que o natrosol € um polimero derivado da celulose e propicia contaminacdes
dessa natureza.

Apbs 60 dias de teste de estabilidade acelerada a temperatura de 37 + 2°C
as formulagdes F5 e F6 apresentaram intensa modificagdo no odor. Neste mesmo
periodo de tempo, a temperatura de armazenamento (50 * 2°C), as formula¢cdes F5
e F6 apresentaram odor modificado e inicio de sinérese (exsudacdo espontanea da
agua de um gel que esta em repouso). Apos 90 dias de teste estas modificacdes
continuaram.

Para as formulacfes preparadas com HPMC verificou-se que com 60 dias as
formulacbes F7 (gel HPMC SEEC 3%) e F8 (gel HPMC SEEC 5%) apresentavam a
temperatura de 37 + 2°C e 50 + 2°C, alteracdes tipicas de sinérese. Apos 90 dias, as
formulacdes F7 e F8 apresentaram a temperatura de 37 £ 2°C e 50 = 2°C, além da

sinérese, odor modificado.
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5°C 37°C 50°C
A A A
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Figura 18. Aspecto das amostras do gel de carbopol com EBC 3% e 5% ap0s
avaliacdo da estabilidade pelo teste de estabilidade acelerada (teste de
submisséo a temperaturas de armazenamento)

5°C 37°C

Figura 19 . Aspecto das amostras do gel de carbopol com SEEC 3% (fileira de baixo)
e SEEC 5% (fileira de cima) ap0s avaliacdo da estabilidade pelo teste de
estabilidade acelerada (teste de submissdo a temperaturas de
armazenamento)

Para Aulton (2005) tais comportamentos séo esperados devido as condicdes
drasticas de armazenamento. O aumento da temperatura em 10°C produz aumento
de dois a cinco vezes na degradacdo de farmacos. Segundo Brasil (2004; 2002) e
Pinto e colaboradores (2003), a alteracdo do odor pode ser causada pela
temperatura elevada, o que acarretaria a decomposicao acelerada dos componentes
da formulagéo.

A degradacéo de farmacos ocorre por quatro processos principais: hidrdlise,
oxidacao, fotdlise e catdlise com tracos de metais. A hidrélise e a oxidagdo sdo os

mecanismos mais comuns e, em geral, a luz e os ions metalicos catalisam um
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processo oxidante subseqiente. A oxidacdo é controlada pelo ambiente, ou seja,
luz, tracos de metais, oxigénio e agentes oxidantes (AULTON, 2005).

As Figuras 20 a 27 apresentam os perfis de estabilidade das formulacfes
com carbopol, natrosol e HPMC, por meio dos parametros fisicos e fisico-quimicos
(valor de pH e de viscosidade) obtidos pelo teste de estabilidade acelerada.

Em relagéo ao pH (Figuras 20, 21, 22 e 23) os resultados demonstram que
nao ocorreram variacdes relevantes durante o tempo avaliado. Isso é um indicativo
da ndo formacéo de compostos de degradacao acidos ou basicos. Os ensaios foram
conduzidos nos dias previamente estabelecidos, em condi¢cdes de armazenamento a

temperatura ambiente.

9- —&— F1 (Gel carb. SEEC 3%)
8 —V— F2 (Gel carb. SEEC 5%)

Valor de pH
9
[

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 20 . Valores de pH para as formulacfes - géis de carbopol (SEEC 3% e 5%)
nas condi¢cdes de armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 2°C)
no teste de estabilidade acelerada
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9- —&— F3 (Gel carb.EBC 3%)
8- —V¥— F4 (Gel carb.EBC 5%)

S_Eﬁ —— —— —x%

Valor de pH

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 21 . Valores de pH para as formulacdes - géis de carbopol (EBC 3% e 5%)
nas condi¢cdes de armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 2°C)
no teste de estabilidade acelerada

9- —&— F5 (Gel natr. SEEC 3%)
8 —V— F6 (Gel natr. SEEC 5%)

Valor de pH

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 22 . Valores de pH para as formulacdes - géis de natrosol (SEEC 3% e 5%)
nas condi¢cdes de armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 2°C)
no teste de estabilidade acelerada
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9- —&— F7 (Gel HPMC SEEC 3%)
8 —V— F8 (Gel HPMC SEEC 5%)

Valor de pH
M

0 15 30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 23 . Valores de pH para as formulacbes - géis de HPMC (SEEC 3% e 5%)
nas condicdes de armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 2°C)
no teste de estabilidade acelerada

A determinacdo do pH é muito importante no estudo de estabilidade, pois
alteracbes nesse valor podem ocorrer em fungdo de impurezas, hidrolise,
decomposicdo e erro no processo. Esta instabilidade pode ocorrer também devido
ao tempo de estocagem e/ou condicdes inadequadas de transporte e
armazenamento (FERREIRA, 2000; ANSEL et al., 2000).

Todas as formulacdes desenvolvidas apresentaram valores de pH entre 5 e
6, compativeis com as matérias-primas utilizadas e biocompativeis com o valor do
pH fisiolégico da pele (5,5 a 7,2). O pH e as caracteristicas organolépticas do
produto em si permitem observar se as matérias-primas estdo ou ndo sofrendo
degradagédo com o armazenamento.

Em relacdo a viscosidade percebe-se pela Figura 24, que houve estabilidade

das preparacdes com gel de carbopol com SEEC, durante os 90 dias de teste.
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Figura 24 . Valores da viscosidade para as formulacdes - géis de carbopol (SEEC
3% e 5%) nas condicdes de armazenamento em temperatura (20 + 2°C)
no teste de estabilidade acelerada

1000+
900+ —&— F3 (Gel carb. EBC 3%)

800+ —V— F4 (Gel carb. EBC 5%)
700+
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500+
400+
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200
100 W
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Figura 25 . Valores da viscosidade para as formulacdes - géis de carbopol (EBC 3%
e 5%) nas condi¢cbes de armazenamento em temperatura (20 + 2°C) no
teste de estabilidade acelerada
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Como ja mencionado anteriormente, reologia dos sistemas dispersos
relaciona esses sistemas ao comportamento de fluxo ndo-newtoniano, ou seja, a
viscosidade do fluido varia com a velocidade de cisalhamento. Logo, os materiais
que apresentam fluxo pseudoplastico sdo as dispersdes aquosas de hidrocolbide
naturais ou quimicamente modificados, como por exemplo, os derivados de celulose
e acido poliacrilico (AULTON, 2005). Os géis de carbopol, assim como os géis de
natrosol e de HPMC, estéo inseridos nessa classificacdo de fluidos ndo-newtonianos
do tipo pseudoplastico.

Conforme a Figura 24, verifica-se que a viscosidade dos géis de carbopol
ficou compreendida entre 100 e 300 cPs (centipoises). Essas leituras foram
mantidas durante todo o tempo de avaliacdo, mostrando que ndo ocorreram grandes
variacfes durante armazenamento em temperatura ambiente.

Para os geéis de natrosol, observou-se que houve aumento da viscosidade
enquanto que para os géis de HPMC houve diminuicdo dos valores da viscosidade,
considerandos os 90 dias de observacéo, conforme Figuras 26 e 27. E possivel que
0os géis de HPMC tenham apresentado um comportamento tixotropico, significa
“mudar pelo torque”, pois se tornou comum descrever como tixotrépico qualquer
material que exibe decréscimo reversivel da sua viscosidade aparente dependente
do tempo. Quando a tensdo de cisalhamento é removida, a estrutura tende a
restabelecer-se, embora o processo néo seja imediato. Em alguns casos, a estrutura
que foi destruida nunca mais é recuperada, ndo importando quanto tempo o sistema
é deixado na auséncia de cisalhamento (AULTON, 2005). Mas, seria necessario
avaliar outros parametros da viscosidade para confirmar esse comportamento para
os géis de HPMC.

Nas preparacfes de uso topico, uma viscosidade apropriada € essencial
para obter a suavidade e a consisténcia desejaveis, fazendo com que o produto seja
facilmente aplicavel, permaneca em contato com a area afetada e produza sensacéo
agradavel ao paciente. Viscosidades elevadas dificultam a dissolucdo de farmacos
no preparo das solu¢cbes (THOMPSON, 2006). Outro fator que influencia nas
preparacdes semi-solidas é que viscosidades elevadas dificultam a saida dessas
preparacdes da embalagem priméria.
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Figura 26 . Valores da viscosidade para as formulacdes - géis de natrosol (SEEC
3% e 5%) nas condi¢bes de armazenamento em temperatura (20 + 2°C)
no teste de estabilidade acelerada
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Figura 27 . Valores da viscosidade para as formulacdes - géis de HPMC (SEEC 3%
e 5%) nas condi¢cbes de armazenamento em temperatura (20 + 2°C) no
teste de estabilidade acelerada

As Figuras 24 a 27 demonstram que os géis de carbopol com SEEC e EBC,
em ambas as concentragdes, foram 0s que apresentaram menor variacdo da

viscosidade, quando comparados com os géis de natrosol e HPMC.
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Constatou-se que, durante o periodo de realizacdo do teste de estabilidade
acelerada, as formulacdes com os géis de natrosol e HPMC foram mais susceptiveis
as alteracbes macroscopicas e as condicbes de armazenamento em diferentes
temperaturas. Com base nisso, concluiu-se que o gel de carbopol apresentou-se
maior estabilidade fisico-quimica que o0s outros polimeros empregados nesse
estudo. Portanto, o carbopol foi considerado o polimero de escolha no
desenvolvimento do gel com solucéo extrativa etandlica e extrato bruto de camomila.
A partir do resultado da estabilidade acelerada foram feitos outros testes para avaliar
a estabilidade microbioldgica, toxicidade e efeito antiinflamatorio in vivo.

Os resultados da avaliagdo da estabilidade microbiol6gica, empregando o
meétodo de contagem microbiana por profundidade, das amostras em estudo estéao

representados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Contagem bacteriana (UFC/mL) do gel carbopol, gel SEEC 3%, gel
SEEC 5%, gel EBC 3% e gel EBC 5%

Diluicdo Gel carbopol Gel SEEC 3% GelSEEC5% GelE BC 3% Gel EBC 5%

10" nd nd nd nd nd
10 nd nd nd nd nd
107 nd nd nd 2x10° 10°

SEEC = solugdo extrativa etandlica camomila; EBC = extrato bruto camomila; nd = ndo detectado,
UFC = Unidade formadora de col6nia

Para produtos ndo estéreis de uso topico se admite conceitualmente a
presenca limitada de carga microbiana (PINTO et al., 2003). A Organizacao Mundial
da Saude (2003), recomenda que para estas preparacdes o limite permitido para
bactérias e fungos ndo deve ultrapassar 10> UFC/mL.

Por meio do teste, contagem microbiana por profundidade para bactérias, foi
obtido resultado ilustrado na Tabela 3, onde se verificou a presenca de unidades

formadoras de col6nias na diluicdo 10 nos géis EBC 3% e EBC 5%.
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Tabela 4. Contagem de fungos (UFC/mL) do gel carbopol, gel SEEC 3%, gel SEEC
5%, gel EBC 3% e gel EBC 5%

Diluicgdo Gel carbopol Gel SEEC 3% Gel SEEC5% GelE BC 3% Gel EBC 5%

10 nd nd 10 nd nd
10 10° nd 10° nd 10°
10°® 10° nd nd nd 10°

SEEC = solugdo extrativa etandlica camomila; EBC = extrato bruto camomila; nd = ndo detectado,
UFC = Unidade formadora de col6nia

Por meio do teste, contagem de fungos foi obtido o resultado ilustrado na
Tabela 4, onde se verificou a presenca de unidades formadoras de col6nias nas
amostras do gel de carbopol na segunda e terceira diluicdo, no gel com SEEC 5%
na primeira e segunda diluicdo e no gel com EBC 5% na segunda e terceira dilugéo.

De acordo com Pinto et al., (2003), para a contagem de colbnias de
bactérias e fungos desenvolvidas deve-se empregar placas com numero médio de
colénias entre 30 a 300 por placa. O crescimento de bactérias e fungos nao
alcancou o minimo proposto para contagem de colbnias, pois a média de colbnias
por placa foi de uma a duas colbnias por placa nas diluicdes efetuadas. Por isso, 0s
valores obtidos nas diluicbes de cada amostra de gel ndo foram considerados
preocupantes, pelo fato de ter sido menor que 30 colbnias por placa.

Com base neste parametro e de posse dos resultados ilustrados nas tabelas
acima, verifica-se que o sistema conservante atuou de maneira eficaz ao impedir
gque a contagem microbiana das amostras testadas atingisse niveis dentro dos
considerados relevantes.

A partir dai, outros testes foram aplicados com o intuito de verificar o
potencial de irritacdo cutanea e a acdo antiinflamatéria do extrato de camomila na
base gelificante carbopol. Apesar de a SEEC nao ter apresentado quantidades
expressivas de apigenina, conforme os cromatogramas obtidos em CLAE, mesmo
assim empregou-se o teste de irritacdo priméaria na pele de coelhos e edema de pata

induzido por carragenina para essa solucao extrativa etanélica.
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Os produtos farmacéuticos aplicados topicamente devem ser sempre
avaliados quanto ao seu potencial alergénico e de irritabilidade. Esses testes séo,
em geral, realizados em animais de experimentacdo, porém para maior seguranca €
necessaria a confirmacado em voluntarios humanos. Dentre os métodos, destaca-se
0 Teste de Draize - teste de irritagdo primaria na pele de coelhos. Aplica-se o
produto tanto na pele intacta como na pele abrasiva.

A abrasao na pele do animal é empregada como um recurso para promover
o efeito maximo que se possa esperar de um agente irritante, fazendo com que a
absorcdo percutanea passe a ndo ser fator limitante. Por esse motivo, Draize
delineou o teste incluindo a pele sob abrasdo, com a orientagéo para que o estrato
corneo sofra uma incisdo, mas sem hemorragia, embora néo tenha especificado um
procedimento para obté-lo (PINTO et al., 2003).

Feitos os testes de avaliacdo da toxicidade dos géis preparados com a
camomila, péde-se verificar que, quando as formulacdes F1 (gel SEEC 3%), F2 (gel
SEEC 5%), F3 (gel EBC 3%) e F4 (gel EBC 5%) foram aplicadas na pele intacta dos
coelhos, ndo apresentaram irritagdo cutanea, conforme Tabela 5.

No entanto, quando se provocou abrasao na pele dos animais com o auxilio
de uma agulha, as formulacdes F1, F3 e F4 apresentaram irritacdo pouco
perceptivel. Na pele abrasiva, a aplicacdo da formulacdo F1 acarretou edema leve
até 48 horas ap0s a aplicacao e eritema leve até 72 horas de observacgao.

Quando aplicada a formulacdo F2 na pele que sofreu abrasdo houve leve
edema na primeira hora de observagdo, mas ap0s este periodo ndo apresentou
nenhuma irritagcdo adicional. J& na pele onde foi aplicada a formulagdo F3 houve
presenca de edema e eritema leve até 24 horas ap0s aplicacédo. Para a formulagéo
F4 aplicada em outro grupo de animais houve desenvolvimento de eritema leve até
48 horas, conforme Tabela 5.

Todas as irritacdes de edema e eritema apresentadas pelas formulagdes nos
tempos indicados, conforme Tabela 5, se mostraram leves e, em 72 horas de teste,
praticamente a pele de todos os coelhos ja se apresentava sem nenhuma irritagao.
Os testes toxicoldgicos realizados no grupo controle negativo (gel de carbopol) e
positivo (Voltaren Emulgel®) ndo apresentaram irritacdo, conforme Tabela 5. A
verificacdo de edema e eritema foi realizada de acordo com a tabela de Draize, com

valores de graduacéo e formulas de célculo, apresentados no ANEXO B.



73

Tabela 5. Teste de irritagdo primaria de pele em coelhos apds aplicagdo das
formulacdes gel SEEC 3%, gel SEEC 5%, gel EBC 3% e gel EBC 5%

Amostras 1h 24h 48h 72h irlrrilgggo Avaliacdo
médio
PI PA P PA P PA Pl PA - -
C1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Si
P1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Si
F1 0 Ed1 0 Edl/Erl O Ed1/Erl 0 Erl 0,375 IPP
F2 0 Ed1l 0 0 0 0 0 0 0 Si
F3 0O Edl/Erl O EdLEl O 0 0 0 0,25 IPP
F4 0 Erl 0 Erl 0 Erl 0 0 0,125 IPP

h = hora; C1 = gel carbopol; P1 = Voltaren Emulgel®; F1 = gel SEEC 3%; F2 = gel SEEC 5%; F3 = gel
EBC 3%; F4 = gel EBC 5%; PI = pele intacta; PA = pele abrasiva; Ed = edema; Er = eritema; SI = sem
irritacdo; IPP = irritagdo pouco perceptivel; 1 = valor de graduacao (edema e eritema muito leve)

Baseado nos resultados apresentados na Tabela 5 é possivel verificar que
apenas a formulacéo F2 (gel SEEC 5%) n&o apresentou nenhum desenvolvimento
de irritagdo relevante em ambas as situagdes analisadas. Entretanto, as demais
formulacbes mostraram irritacdo pouco perceptivel. Cabe salientar, porém, que a
literatura menciona a pele do coelho como hipersensivel e mais permeavel que a
pele humana, por isso essa irritacdo ndo foi considerada preocupante (OECD,
2004Db).

Em estudos realizados por Teshome e colaboradores (2008), o eritema e
edema diminuiram progressivamente apds a retirada do patch oclusivo e esta
diminuicdo é um fato que ndo pode ser atribuido somente ao passageiro efeito do
extrato, mas também ao efeito da oclusdo que pode ser também responsavel pela
fase | da inflamacéo ou evento vascular da resposta inflamatéria. Ja a ocorréncia da
fase Il ou evento celular do processo inflamatorio ndo foi evidenciado no teste de
irritacéo cutanea, pois nao foram observadas mudancas na morfologia da pele.

A hipersensibilidade € um dos efeitos colaterais mais comuns causado pelo
uso de plantas medicinais. Ela pode variar de uma dermatite temporaria até um
choque anafilatico. Sdo muito comuns dermatites provocadas pelo contato com

planta. Este efeito tem sido provocado, em grande parte, por cosméticos que
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apresentam, na sua formulagédo, extratos de plantas ou substéncias isoladas de
fonte vegetal.

Véarias substancias, quando administradas topicamente, podem produzir
irritacdo na pele. Esta irritacdo pode variar com a habilidade do agente em
atravessar a barreira do estrato corneo e subsequientemente interagir com as células
viaveis da epiderme e derme (SHIN et al., 2000).

Estudos mostram que o uso de 6leo de camomila provocou moderado efeito
irritante tanto na pele intacta como na pele abrasiva do coelho quando observado 24
horas ap0Os aplicagdo. J& em humanos, compressa de 6leo de camomila, quando
aplicada na pele, ndo provocou irritagdo 48 horas apos a aplicagcdo. A camomila
contém produtos alergénicos e o mais potente € representado por sesquiterpenos
lactonas presentes em pequena quantidade como a antecotulida, que tem forte
atividade alergénica de contato nos testes de sensibilizacdo. Recentemente, estudos
reportaram que 540 pacientes com eczema foram tratados com camomila. Estes
pacientes apresentaram reacfes positivas para varias substancias utilizadas em
testes epicutaneos, porém responderam negativamente aos testes com Kamillosan®
(a base de camomila). Este resultado observado foi atribuido a auséncia da
antecotulida no medicamento (FRANKE & SCHILCHER, 2005).

A seguranca dos fitoterdpicos € de particular importancia considerando que
a maioria dos produtos € utilizada sem prescricdo médica e a informacao cientifica
quanto a seguranca e a eficacia nao esta disponivel, pois ha limitado nimero de
estudos farmacologicos e toxicoldgicos, além de caréncia de estudos clinicos
rigorosos que poderiam dar suporte cientifico para seu uso.

Algumas substancias contidas em sua formulacdo podem provocar irritacdes
na pele, mucosas e olhos, efeitos adversos que vao de alergias leves a
gueimaduras, queda de cabelo ou mesmo asma. Deste modo, podem-se observar
trés tipos de reacdo: (1) irritacdo que é intolerancia local, variando sua intensidade,
desde ardor, coceira e pinicacdo, podendo chegar até a corrosdo e destruicdo do
tecido, sendo que todas as reacdes se restringem a area em contato direto com o
produto; (2) sensibilizagcdo que corresponde a processo alérgico podendo ser de
efeito imediato ou tardio envolvendo mecanismos imunologicos; e (3) efeito
sistémico, resultante da passagem de quaisquer ingredientes do produto para
circulacao geral (BRASIL, 2003).
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Figura 28. Teste de toxicidade — irritacdo primaria de pele em coelhos tratados com
0s géis em estudo

Figura 29. Pequena irritacdo na pele abrasiva apés tratamento com gel (SEEC 3%)
— 24 horas

Figura 30. Cicatrizacdo da pele abrasiva apés tratamento com gel (SEEC 3%) —
72horas
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Para avaliar o efeito antiinflamatério dos extratos de camomila, empregou-se
um excipiente com funcdo de promotor de penetragdo para auxiliar a passagem do
farmaco em estudo através das varias camadas da pele. Foram também avaliadas
as mesmas formulacbes sem a presenca do promotor de penetracdo, para
comprovar se a sua presenca realmente contribuiu como facilitador da passagem do
farmaco.

Buscando comparar os efeitos antiinflamatorios das formulacdes em estudo,
utilizaram-se os géis com EBC 3% e 5% e SEEC 3% e 5%, em ambos 0s casos com
promotor de penetracdo (Lauril sulfato de soédio - LSS) e sem promotor de
penetracdo. Aplicou-se o experimento que expressasse, da melhor forma possivel, 0
mecanismo de acdo das referidas formulacbes quando comparado a substancia
padrao cujo mecanismo de ac¢ao fosse conhecido e amplamente comprovado. Para
tal, os géis nas suas diferentes composi¢cdes e concentracdes foram aplicados no
dorso dos animais.

Entre os diversos métodos utilizados para investigar efeito antiinflamatorio
de drogas, incluindo produtos naturais, 0 mais comumente empregado € o modelo
de inflamacao que usa como agente flogistico a carragenina injetada na pata traseira
de ratos (SULEYMAN et al., 2003; BARROS, 2001).

A injecao subplantar de carragenina induz um aumento agudo e progressivo
do volume da pata injetada dos animais. Este edema, que é proporcional a
intensidade da resposta inflamatdria, constitui-se em parametro util na avaliacdo da
atividade antiinflamatoria (PEREIRA et al., 2006).

Este modelo de inflamagéo - edema de pata induzido por carragenina - é
bifasico, isto €, envolve a liberacdo de varios mediadores que induzem a reacao
inflamatéria em duas fases distintas (SULEYMAN & BUYUKOKUROGLU, 2001).
Durante a primeira hora, o0 edema de pata por carragenina deve-se ao trauma da
injecdo. Na fase inicial (0-1h) ocorre a liberagdo de histamina, serotonina e
bradicinina. A fase posterior (1-6h) esta correlacionada a elevada producédo de
prostaglandinas, produtos da cicloxigenase, na resposta inflamatoria
(PERIANAYAGAM et al., 2006; SILVA et al., 2005). Nesta segunda fase da reacao
inflamatéria as prostaglandinas desempenham ac¢do principal caracterizada por
hiperalgesia, migracéo de leucdcitos e edema pronunciado, com pico entre a terceira

e quarta hora (RANGEL, 2005). As cininas e as prostaglandinas sdo apontadas
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como as principais substancias desencadeantes deste edema (VANE & BOLTING,
1995; VINEGAR et al., 1987).

As Figuras 31 a 34 representam os resultados do teste de edema de pata
induzido por carragenina utilizando o Voltaren Emulgel® (diclofenaco de sédico 1%)
como controle positivo, por ser um antiinflamatorio ndo-esteroidal padréo para este
tipo de teste e amplamente utilizado em processos inflamatoérios devido a sua acéo
antiinflamatoria, analgésica e antipirética.

Observou-se que a aplicacdo da injecao subplantar de 0,1 mL de
carragenina 1% causou, a partir da 12 hora, aumento agudo e progressivo do volume
da pata injetada.

Na Figura 31 os resultados obtidos no pré-tratamento dos animais utilizando
o gel com SEEC 3%, aplicado no dorso dos animais, utilizando o Lauril sulfato de
sédio (LSS) como promotor de penetracdo, demonstram discreta redu¢édo na 12 hora
de aplicacdo da formulacéo, porém na 22 hora apos aplicacdo ja € possivel verificar
ligeiro aumento do edema de pata. O gel SEEC 3% apresentou na 12, 22 e 32 hora
acdo similar ao Voltaren Emulgel®. A formulacdo com 5% de SEEC n&o reduziu o
edema.

Estas formulacdées ndo reduziram significativamente (p > 0,05) o edema de
pata induzido por carragenina quando comparado ao grupo controle (gel de

carbopol) dentro das 5 horas de observacgao.
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Figura 31. Efeito da administracéo topica (dorso do animal) de gel com SEEC 3% e
5% com LSS sobre o edema de pata, induzido por carragenina. Cada
ponto representa a média de 5 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. Analise de variancia, seguida do teste Student-Newman-Keuls *p
<0,05; * p <0,01; **p < 0,001 em comparagcao ao grupo controle.
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Os AINES tém sido usados topicamente por décadas para aliviar a dor em
tecidos musculoesqueléticos. Esta via de administracdo possivelmente reduz as
reacdes adversas por maximizar o efeito local e minimizar a toxicidade sistémica. O
principal problema tem sido a questdo da penetracdo no tecido-alvo e, portanto, a
eficicia clinica (PEREIRA et al., 2006).

Segundo trabalho desenvolvido com antiinflamatorios nao-esteroidais
verificou-se que a aplicacdo tdpica desses farmacos, com alta penetracdo
percutanea, ofereceu altas concentracdes nos tecidos-alvos com menor indice de
efeitos colaterais sistémicos (PEREIRA et al., 2006).

Segundo Chorilli e colaboradores (2007), varios pontos podem interferir na
penetracdo percutdnea, como concentracdo do farmaco, area de aplicagéo,
afinidade do farmaco com a pele, hidratacdo cutanea, local de aplicacao,
permanéncia do farmaco na pele, tempo e intensidade de massagem. Logo, em
condi¢cbes normais, a permeacao de substancias na pele € muito dificil, dependendo
nao apenas das propriedades fisico-quimicas do farmaco, mas também do seu
comportamento quando colocado em um veiculo farmacéutico e da afeccao da pele.

Na Figura 32, a aplicacao topica das formulacbes contendo gel com SEEC
3% e 5% agora sem a presenca do promotor de penetracdo, aplicado no dorso,
mostrou que SEEC 5% agiu de maneira significativa (p < 0,05) em relacdo ao SEEC
3%, sendo que na 32 hora (p < 0,001) e na 42 hora (p < 0,01).

O gel com SEEC 5% sem LSS na 32 hora apresentou-se mais efetivo que
Voltaren Emugel® e na 42 hora uma ac&o similar ao Voltaren Emulgel®. Em relagéo
ao gel de carbopol, controle negativo, o gel SEEC 5% sem LSS apresentou melhor

atividade antiinflamato6ria no edema de pata induzido por carragenina.
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Figura 32. Efeito da administrag&o topica (dorso do animal) de gel com SEEC 3% e
5% sem LSS sobre o edema de pata, induzido por carragenina. Cada
ponto representa a média de 5 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. Analise de variancia, seguida do teste Student-Newman-Keuls *p
<0,05; ** p <0,01; **p < 0,001 em comparagao ao grupo controle.

E possivel observar que as formulagées com Lauril sulfato de sédio inibiram
melhor a evolucdo do volume do edema do que as formulacbes sem promotor de
penetracdo, exceto a formulagdo com SEEC 5% sem LSS, conforme Figuras 31 e
32. Segundo Foldvari (2000), isso confirma que o promotor causa um desarranjo na
estrutura do estrato corneo, rompendo proteinas e lipideos, facilitando a penetracao
do farmaco.

Estudos de Nokhodchi e colaboradores (2003) relatam que tanto os
tensoativos anibnicos quanto os nao-idnicos (Lauril sulfato de sédio) tém o poder de
aumentar a penetracdo de alguns farmacos pouco soliveis em agua e que a
concentracdo destes tem importante papel na solubilidade aparente do farmaco.

Conforme Figura 33, a formulacdo com EBC 3%, com promotor de
penetracdo, agiu melhor no controle do edema quando comparado ao gel EBC 5%,
apresentando resultado estatistico significativo (p < 0,001) na 42 hora. Foi observada
reducdo do edema de pata durante a 22 hora, mantendo-se até a 42 hora. Na 22, 32 e
42 hora o gel EBC 3% apresentou acao mais efetiva quando comparado ao Voltaren
Emulgel®. Na 42 hora o gel EBC 3% apresentou estatisticamente valores

significativos (p < 0,001) em relacdo ao grupo controle (gel de carbopol) e também
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em relacdo ao agente flogistico carragenina (p < 0,001). A formulacdo EBC 5%
mostrou-se estavel na primeira hora, ap0s esse periodo iniciou-se um processo de
aumento do edema de pata, atingindo na 5% hora volume de pata de

aproximadamente 0,75 mL.
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Figura 33. Efeito da administracéo tépica (dorso do animal) de gel com EBC 3% e
5% com LSS sobre o edema de pata, induzido por carragenina. Cada
ponto representa a média de 5 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. Analise de variancia, seguida do teste Student-Newman-Keuls *p
<0,05; * p <0,01; **p < 0,001 em comparagcao ao grupo controle.

Esse resultado assemelha-se aos resultados anteriormente apresentados
para as formulacdes com SEEC com LSS, que também tiveram reducdo do edema
de pata com a formulagédo a 3% de SEEC.

Os resultados da Figura 34 indicam que o gel com EBC 5% sem LSS,
quando aplicado no dorso do animal, apresentou tendéncia de reducéo da 12 hora
até a 32 hora. Na 32 hora o gel EBC 5% foi estatisticamente significativo (p < 0,05)
em relacdo a carragenina. Na 42 hora o mesmo gel apresentou resultado
estatisticamente significativo (p < 0,001) em relagéo ao gel de carbopol e em relacéo
a carragenina (p < 0,01). O gel EBC 5% sem LSS apresentou na 22 e 32 hora efeito
mais relevante que o Voltaren Emulgel®. O gel EBC 5% sem LSS na 42 hora
apresentou efeito similar ao Voltaren Emulgel®. O gel com EBC 3% nao apresentou

nenhuma atividade antiedematogénica.
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Figura 34. Efeito da administragdo tépica (dorso do animal) de gel com EBC 3% e
5% sem LSS sobre o edema de pata, induzido por carragenina. Cada
ponto representa a média de 5 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. Analise de variancia, seguida do teste Student-Newman-Keuls *p
<0,05; ** p < 0,01; **p < 0,001 em comparagao ao grupo controle.

Novamente observa-se o0 mesmo efeito da acdo do promotor de penetracao
nessas formulagcbes com EBC em relacdo aquelas formulacdes preparadas com
SEEC. As que nao tém o LSS apresentaram valores mais elevados de volume de
edema de pata, quando comparadas as formulagcdes com o LSS, conforme as
Figuras 33 e 34. Isso é principalmente evidenciado para a formulacdo com 3% de
EBC.

O resultado obtido da avaliacdo antiinflamatéria indica que os géis de
carbopol: SEEC 3% com LSS e SEEC 5% sem LSS apresentaram uma tendéncia
em reduzir o edema; EBC 3% com LSS e EBC 5% sem LSS ambos na 42 hora
guando comparado ao controle negativo (gel carbopol) apresentaram resultado
significativo estatisticamente (p < 0,001) e na mesma hora quando comparado a
agente flogistico carragenina apresentaram resultado estatistico significativo (p <
0,01) para ECC 5% sem LSS e (p < 0,001) para ECC 3% com LSS.

Segundo Arct e colaboradores (2002), a literatura cientifica envolvendo a
penetracdo e/ou permeacado de flavondides € limitada, como j& mencionado. Baby
(2007) em seus estudos comenta que a eficiéncia de preparacdes para aplicacéo na

pele contendo flavondides depende da penetracdo e permeacao da substancia ativa
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na pele, influenciada pelo tipo de formulagdo, componentes e proporgcdes
adicionados, método de preparo e deve-se considerar sua estabilidade fisica, fisico-
quimica, quimica, microbioldgica e toxicoldgica e seguranca de uso.

Alguns dos flavondides (rutina, quercetina) estudados nos trabalhos
mencionados por Baby (2007), Valenta e colaboradores (1999) e Saija e
colaboradores (1998) est&o na constituicdo fitoquimica da camomila. E interessante
enfatizar que o estudo de flavondides, em preparacdes antiinflamatorias para uso
topico, tem despertado cada vez mais o interesse daqueles que trabalham com
fitomedicamentos, no sentido de garantir a presenca desses ativos em quantidade
suficiente para alcancar efeito farmacoldégico quando se empregam estas
formulacoes.

Estudos recentes demonstraram que flavondides extraidos de espécimes
vegetais da familia Asteraceae apresentam atividade antiinflamatéria in vivo
(BUKHARI et al., 2007; MCKAY & BLUMBERG, 2006; FRANKE & SCHILCHER,
2005; DELGADO et al, 2001) e in vitro (ZIELINSKA-PRZYJEMSKA &
WIKTOROWICZ, 2006; FRANKE & SCHILCHER, 2005).

Os géis EBC 3% com lauril sulfato de so6dio e EBC 5% sem lauril sulfato de
sédio apresentaram atividade antiinflamatoria significativa (p < 0,001) quando
comparado ao grupo controle negativo na 42 hora do teste de edema de pata
induzido por carragenina em rato. Sendo assim, estes resultados confirmam dados
da literatura mostrando a atividade antiinflamatoria da camomila (MCKAY &
BLUMBERG, 2006; BRANDAO et al., 1998; SHIPOCHLIEV et al., 1981).

A atividade antiinflamatodria dos extratos obtidos ndo se deve somente a
apigenina e sim ao conjunto de constituintes quimicos presentes nas amostras.
MCKAY & BLUMBERG, (2006) demonstraram que as inflorescéncias da camomila
apresentaram varios compostos fendlicos como apigenina, quercetina, luteolina,
patuletina e seus glicosideos.

Apesar da presenca da apigenina ter sido pesquisada com énfase nos
extratos de camomila obtidos em laboratorio, € de conhecimento cientifico que além
da apigenina, que é o flavonéide em maior quantidade nas inflorescéncias da
camomila, outros compostos presentes também exercem esse efeito
antiinflamatorio, mesmo quando se emprega veiculos com caracteristicas polares,
como € o caso da agua ou do alcool. Prova disto € a acdo do cha de camomila como

enxaguatorio bucal em casos de mucosite (MAZOKOPAKIS et al., 2005).
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Segundo Ren e colaboradores, (2008) a pele tem atraido muita atencao
como rota alternativa para a administracdo de farmacos ativos, mas este uso
potencial é frequentemente impedido pela pobre permeabilidade predominantemente
atribuida a camada externa da pele, que € o estrato cérneo. Esta camada promove
uma barreira protetora que previne a perda de substancias fisiologicamente
essenciais e limita a difusdo de produtos quimicos potencialmente téxicos de fora
para dentro do corpo.

Sabe-se também que a eficacia da terapia topica depende da aplicacdo da
formulacdo em camada uniforme para administrar uma dose padréao, a liberacéo
desejada do farmaco e, conseqientemente, sua absorcdo. Poucas substancias
conseguem penetrar facilmente a pele intacta e a penetracao € proporcional a area
de superficie de aplicacdo e a sua solubilidade em lipideos (VAN SCOTT & YU,
1997).

No desenvolvimento de uma forma farmacéutica topica, a biodisponibilidade
eficiente de superficie requer que as formulas liberem o principio ativo, de forma que
0 mesmo possa penetrar pelas fissuras da superficie da pele e alcancar o
organismo. A biodisponibilidade tépica do farmaco depende do abandono do
farmaco a partir da formulagéo e de sua penetracao pelo estrato cérneo, para dentro
da epiderme viavel e da derme. Estudos in vitro devem ser feitos para confirmar que
as formulacdes liberam o farmaco e que nao o retenham (AULTON, 2005).

Atualmente, grande variedade de formulacdes topicas € utilizada em terapias
relacionadas a afeccbes da pele, dores musculares, assim como modelos
transdérmicos para diversas enfermidades, como, por exemplo, cardiopatias, entre
outras finalidades. Os produtos semi-sélidos, tais como géis hidrofilicos, emulsdes
Oleo/dgua (O/A) estabilizadas por coloide hidrofilico (gel creme), cremes e logdes
sdo 0s mais empregados e possuem propriedades particulares: eles se deformam
facilmente quando aplicados a pele, e ainda permanecem aderidos ao corpo,
geralmente até serem removidos por transpiracao ou limpeza da pele. Devido a essa
particularidade sao largamente utilizados como veiculos.

N&o ha duvida que a liberagdo do principio ativo da formulagéo tépica pode
efetivamente ser influenciada pelo veiculo utilizado. Uma formulagdo topica
apropriada deve assegurar a maxima atividade do medicamento na pele
(GEORGETTI et al.,, 2008). O veiculo adequado deve ser determinado para

proporcionar a velocidade de liberagcédo, as qualidades de permanéncia depois da
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aplicacdo e a textura desejada (ANSEL et al., 2000). Substancias ativas
incorporadas em veiculos inadequados podem penetrar pouco ou quase nada na
pele.

lvens e colaboradores (2001) compararam a administracao e aplicacdo de
quatro veiculos farmacéuticos diferentes, inclusive solu¢des, pomadas, cremes e
logOes e determinaram serem a aplicabilidade e a retencdo da pomada melhor do
que dos outros trés veiculos. Enquanto a pomada aplicou-se uniformemente na area
de teste, as outras formulacbes aplicaram-se desigualmente e forneceram dose
menor na periferia. Também a rapida evaporacdo de agua de cremes e solucdes
influencia a aplicabilidade e retencao, resultando em dose tépica desigual dentro da
area tratada.

Em contrapartida, Tas e colaboradores (2003) mencionam em seus estudos
que as formulacdes a base de gel tém sido propostas para aplicagdes tdpicas, pois
estas formulacdes liberam mais facilmente as moléculas da droga que o creme ou
pomada, apresenta boa viscosidade, bioadesao satisfatoria e nenhuma acao irritante

ou de sensibilizacao.
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7 CONCLUSOES

Dos polimeros empregados para preparacdo dos geéis hidrossoliveis com
extrato de camomila, o carbopol apresentou-se em melhores condi¢cdes de
estabilidade fisico-quimica do que os polimeros de natrosol e HPMC durante os 90
dias de observacéao.

Conforme metodologia analitica qualitativa empregada, neste caso a CCD,
ndo se evidenciou a presenca dos flavondides em estudo (apigenina, quercetina e
luteolina) na solucéo extrativa glicélica de camomila produzida em laboratorio, nem
nos dois extratos glicolicos comerciais adquiridos em Farmacia de Manipulacédo do

Distrito Federal.

Na CCD confirmou-se a presenca da apigenina na solucdo extrativa
etandlica e no extrato bruto etanélico de camomila. Entretanto, ndo foram detectadas
a quercetina e a luteolina. Pela CLAE confirmou-se a presenca de apigenina na

solucéo extrativa etandlica e extrato bruto etandlico de camomila.

A avaliagdo microbioldgica, empregando o método de contagem microbiana
por profundidade, demonstrou que o0s conservantes utilizados na preparacdo das

formulacbes desempenharam atividades bactericida e antifungica.

Os géis de carbopol com solucao extrativa etandlica e com extrato bruto, nas
concentracdes a 3% e 5%, aplicados na pele intacta dos coelhos, ndo apresentaram
potencial de irritacdo cutanea. Entretanto, quando os geéis foram aplicados na pele
abrasiva, as formulagdes com SEEC 3%, EBC 3% e EBC 5% apresentaram irritagao
pouco perceptivel, sem relevancia. O gel de carbopol e o Voltaren Emulgel® ndo

apresentaram nenhuma irritacao cutanea.

As formulacdes semi-sélidas com promotor de penetragdo: gel SEEC 3%,
gel SEEC 5%, gel EBC 3% e gel EBC 5% inibiram melhor a evolucdo do volume do

edema do que as formula¢des sem promotor.
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Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram que um gel
hidrofilico de carbopol com solugéo extrativa etandlica e extrato bruto etandlico de
Matricaria recutita L. (camomila) mostrou-se eficaz, nas concentracdes de 5% SEEC
sem LSS, 3% EBC com LSS e 5% EBC sem LSS, como importante e promissora
forma farmacéutica com atividade farmacoldgica para o tratamento de processos
inflamatérios. Estes géis quando administrados no dorso do animal apresentaram
atividade antiinflamatéria em modelo de inflamacéo - edema de pata induzido por

injecdo subplantar de carragenina em ratos.
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ANEXO B -Tabela de irritacdo primaria de pele: valores de graduacgéo e férmulas de

calculo — Método de Draize

Respostas da pele

Formacao de Eritema e Escaras

Sem eritema

Eritema muito

Eritema bem definido

Eritema moderado a severo

Severo eritema (vermelho beterraba) a leve formacéo de escara
Formacgéo de Edema

Sem edema

Edema muito leve (pouco perceptivel)

Edema leve (bordas de area bem definida, elevacao definida)
Edema moderado (elevagéo de aprox.1 mm)

Edema severo (elevacdo > 1 mm ao redor da &rea exposta)

Valor

3

4

> (Er-Esc) p.int.24h, (Er-Esc) p.int.72h, (Er-Esc) p.abr.24h, (Er-Esc) p.abr.72h, (Ed)

p.int.24h, (Ed) p.int.72h, (Ed) p.abr.24h, (Ed) p.abr.72h.

3 /8 = indice de Irritagdo Avaliag&o

0,00 Sem irritagcéo

0,04 a 0,99 Irritacdo pouco perceptivel
1,00 a 1,99 Irritacdo leve

2,00 a 2,99 Irritacdo branda

3,00 a 5,99 Irritacdo moderada

6,00 a 8,00 Irritac&o severa

Fonte: PINTO et al., 2003



