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Abstract

For a safe utilization, phytotherapeutical medications must meet basic
effectiveness, safety and quality requisites. The concept of herbal drugs is not
only limited to the pharmacopoeial identification of the drug, it also comprises the
quality of the final medication obtained from active ingredients and excepients, it
involves physical characteristics of formulations, microbiological contamination,
bioavailability of active principles and stability under various storage conditions.
Calendula Officinalis L. is a European plant found all over the world which bears
antiseptic, cicatrization and anti-inflammatory properties, this work has aimed at
evaluating the cicatrization activity of this species through studies that utilize
techniques of cellular culture as well as the development and observation of
emulsion formulation stability containing the standard herbal extract. The
spectrophotometric dosing methodology has been proved to be adequate to
determine total flavonoids in the extract. Muitifactor planning was applied to the
development of formulations and the formulation with 4,0% of non ionic wax and
1,0% of extract has proven to be more physical stable. The improve of calendula
extract in the formulations has not been influential to spreadability, centrifugal
stability, rheology and viscosity. The extract from the plant cultivated in Brazil,
with 3,03% of total flavonoids, in concentrations of 2,0, 6,0 and 8,0 pl/ml
presented an increase of mitochondrial activity, but significant influence has not
been observed in the surge of human fibrobiasts and in the production of collagen

Type 1.
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A utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas pelo homem é
descrita desde a Antigliidade. S¥o reportados relatos de 3000 anos que
tratam dos conhecimentos sobre a fitoterapia (BONATI, 1980). Apesar de
utilizados hd vdrios séculos pelo homem, a grande maioria desses
produtos ndo possuem mecanismo de ac¢do totalmente elucidado. Nos
ditimos anos tem se notado o ressurgimento do interesse pelos mesmos,
entretanto € evidente a necessidade da comprovagdo e elucidacdo de sua
acdo farmacolégica e seguranga, caso contrdrio torna-se justificdvel a
substituicdo destes produtos naturais por novos fdrmacos, obtidos por
técnicas como quimica combinatéria e planejamento molecular (MARQUES,

1998).

Para sua utilizacdo segura os medicamentos fitoterdpicos devem
cumprir os requisitos bdsicos de eficdcia, seguranca e qualidade. No
Brasil a Resolu¢do da Anvisa - RDC 17 de 24/02/2000 discorre sobre a
obrigatoriedade da identificagdo e obtengdo da droga, verificagdo da
atividade farmacolégica e toxicoldgica e controle de qualidade de drogas
fitoterdpicas. A interferéncia das autoridades piblicas em salide tem a
finalidade de garantir a gqualidade das drogas e dos produtos
farmacéuticos obtidos a partir destes produtos naturais. Aspectos
bdsicos relativos & morfologia, plantio e composi¢do dos vegetais devem
ser reconhecidos pelo farmacotécnico que pretenda utilizar com

seguranga estes produtos,

A avadliagdo da atividade farmacolégica de novos produtos ou

ingredientes geralmente é efetivada "in vivo” em animais. Entretanto as



Introdugdo

variabilidades que ocorrem nos resultados intra e interlaboratoriais e as
diferengas morfoldgicas entre homens e animais, sto fatores que afetam
os resultados desses testes. Portanto a padronizagdo de métodos e
técnicas mais simples e reprodutiveis, realizadas “in vitro” pode se dtil
nas fases de pré-teste, especialmente no caso dos extratos vegetais,
compostos de grande nimero de componentes. Cuituras de células da
pele, como queratinécitos da epiderme e fibroblastos da derme tém sido
utilizadas com a finalidade de estudos de agdio farmacoldgica sobre a pele
(Lee eT. AL, 2000). Apesar de sua complexidade, que envolve a
necessidade de ambientes rigidamente controlados, meios de cultura
especificos e técnicos treinados, estes testes sdo de menor custo, mais
rdpidos e permitem o estudo simultdneo de vdrias substdncias. Permitem
ainda a eliminagdo das varidveis individuais envolvidas nos testes “/n vivo”,
como idade, alimentagdo, sexo, raga, ingestdo de outros fdrmacos e

influéncias ambientais.

A Callendula officinalis L. é uma planta européia origindria da
regido do mediterrdneo e distribuida por todo mundo, como ornamental.
Seu nome vulgar se origina da palavra calendulae, que significa "ao longo

dos meses", devido ao longo periodo de floragdo (BHP, 1583).

Sdo relatadas propriedades antissépticas, cicatrizante,
antiinflamatéria (BHP, 1983). Também sdo relatadas a¢Bes analgésica,
colagoga, antiviral, antiemética, vasodilatadora e tonificante da pele
(MARTINS, 1995). Indicada para tratar Ulceras gdstricas, duodenais e
tépicas, amenorréias, disminorréias, hemorréidas anais, eczemas,

linfoadenomas, inflamacdes cutdneas e conjuntivites (BHP, 1983). Como
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tintura para tratar contusdes, tlceras e furdnculos, ocorre na composigtio
de produtos cosméticos como xampus, cremes e lo¢Ses e também como

medicamento homeopdtico (DANNHEISER ET AL, 2000; NAJERA ET AL, 1993).

Os trés mais importantes grupos de constituintes que estdo
presentes em sua composi¢do sdo os flavondides, 6leos voldteis e os
triterpenos. Os triterpenos parecem ser o principal grupo, com muitos
compostos jd isolados, incluindo dlcoois pentaciclicos, glicosideos
(saponinas) e esteréis. Os flavondides provavelmente contribuem para o
efeito antiinflamatério; o efeito antiespasmédico é relacionado com a
agdo dos dleos voldteis e a atividade imunoestimulante pode ser atribuida
aos componentes polissacarideos (NEWALL ET AL, 1996). A atividade
cicatrizante, amplamente relatada para os extratos de caléndula, pode
ser atribuida ao efeito estimulante da regeneragdo e epitelizagdo dos
tecidos pelo aumento do metabolismo de glicoproteinas, nucleoproteinas e
proteinas do coldgeno e também aumento da indugdo da vascularizagdo
dos tecido, entretanto os mecanismos que induzem a esse efeito ainda

ndo foram esclarecidos (PATRICK ET AL., 1996).

Especialmente para o estudo da regeneragdo celular, cicatrizagdo
ou re-epitelizagdo, os estudos “/n vivo” sdo bastante complexos. O
processo de reparo da pele envolve agdes coordenadas do sistema
vascular, do tecido conectivo e das células epiteliais. A matriz
extracelular também possui papel fundamental, devido & produgdo de
interleuquinas e fatores de crescimento essenciais na regulagdo do
processos de crescimento e regulagdo celular. Distdrbios ou aberracdes

nesses fatores podem levar a uma cicatrizagdo insuficiente ou anormal.
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possibilidade de obter-se acdo local, sem absor¢do sistémica, como no
caso de antiinflamatérios, a possibilidade de obter-se acdio sistémica sem
interferéncia de outras vias metabélicas, como no caso de alguns
hormdnios, ou ainda a opg¢do de uso como via alternativa quando outras

vias de absor¢do estdo comprometidas,

A aplicagtio de métodos analiticos de tltima geragdo pode auxiliar a
identifica¢do dos componentes ativos, garantir a qualidade e eficdcia dos
medicamentos manipulados ou industrializados como também elucidar
mecanismos de acdo destes componentes usados tradicionalmente. Os
modelos de estudos propostos, além de colaborar com a elucida¢do da
atividade da espécie Calendula officinalis L., permitirdo a geragdo de
informag8es que virdo auxiliar no uso racional de insumos naturais e no
aproveitamento de recursos nacionais, representados pela intensa flora

potencialmente medicinal.

O desenvolvimento de formulagdes estdveis para uso tdpico
utilizando ativos de origem natural tem amplo interesse no campo
farmacéutico e cosmético, jd que a associa¢do das potencialidades dos
produtos naturais veiculados em formas farmacéuticas de uso externo
constitui considerado avango na otimizag¢do deste recurso terapéutico
utilizado pela humanidade hd tantos anos e com amplas aplicagdes no
mundo atual. A aplicagdo destes resultados poderd colaborar na utilizacdo
de plantas medicinais como uma forma de tratamento acessivel a

populagdo e com resultados terapé@uticos conhecidos e reprodutiveis.
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feito com dez herbicidas utilizados em plantacdes de Calendula
officinalis, mostrou que os produtos comerciais Dual 720 EC®, Ramrod®,
Teridox 500 EC® e Treflan EC2® ndo causaram nenhum dano & planta e
sdo muito efetivos em eliminar os organismos infectantes. E relatado
efeito o aumento do peso seco do material fresco em relagdo ao grupo
controle, entretanto ndo causaram nenhuma alteracdo qualitativa na

fragdo flavonoidica (HOJDENET AL, 1990).

2.1.4. ASPECTOS HISTOLOGICOS E ANATOMICOS DA DROGA

E uma erva anual, as vezes bianual, de 30-50cm de altura,
pubescente. Folhas espatuladas de 5-10cm de longitude, de borda lisa ou
ligeiramente dentada. Capitulos terminais simples ou semiduplos ou duplos
de 5-10cm de diametro, com flores marginais femininas, amarelo-
alaranjadas; as centrais, tubulosas, hermafroditas (FI6URA 2A) (NAJERA

ET AL, 1993).

Quando se encontra em forma de pd, apresenta coloracdo parda
amarelada de odor aromdtico e sabor ligeiramente amargo. A andlise
microscépica deste revela fragmentos de epiderme das ligulas que
apresentam células alargadas de paredes onduladas e ligeiras estriagdes

cuticulares (FIGURA 2b).

Quando as células epidérmicas pertencem & zona apical das corolas,
possuem tamanho menor, de forma poliédrica, interrompidas por alguns

estomas (FIGURA 2€). Estas correspondem a base da corola das flores
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tubulosas, apresentam membranas espessadas e a algumas contém

pequenas drusas de oxalato de cdlcio (FIGURA 2F).

Apresentam tricomas de dois tipos tectores (FIGURA 26; 2H) e
glandulares (FI6URA 21; 2J: 2K), que podem ser encontrados juntos aos
fragmentos da epiderme (JACKSON €T AL, 1990). Sdo observados
elementos de condugdio xilemdtica anelados e espiralados de didmetro
médio de 10um (FI6URA 21). Os grdos de polén, da exina espino-granulosa,
tetaédricos, triporados, de 63um, sdo abundantes. Podem ser
encontrados fragmentos ocasionais das paredes dos ovdrios compostos

de pequenas células poligonais com pigmentos marrons (JACKSON ET AL,
1990) (F1I6URA 20).

(’:{«_s reagdes histoquimicas realizadas para evidenciar a presenca de
pigmentos caratendides, sdo também realizadas para identificar a droga)
e diferenciar de outras espécies, principalmente da 7agetes erecta L.,
espécie origindria do México conhecida comumente como "calendula”, o
que pode gerar confusdio (NAJERA ET AL, 1993). A TABELA 1 apresenta as
principais rea¢des histoquimicas realizadas para identificagdo da

Calendula officinalis L., evitando adulteragdo da droga.
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2.1.6. CONSTITUINTES QUIMICOS

Os principais constituintes da Calendula officinalis L., podem ser

distribuidos em trés grupos distintos,

1. Oleos essenciais - Presentes nas flores ligulatas em percentual
maior que 0,12% e nos receptdculos das inflorescéncias em concentragdo
maior que 0,4% (WITCHIL ET AL, 1996). Componentes como mentona,

isomentona, carofileno, o e B ionona e pedunculatina jé foram isolados
(GrACZA, 1987).

2. Flavondides - Estdo presentes em concentragdo de 0,3 - 15%.
Substdncias como isoramnetina, quercetina, e os glicosideos
isoquercetina, narcissina, neohesperidosideo e rutina sdo componentes ja

isolados na espécie (OLIVIERET AL, 1989; BEZAKOVA ET AL, 1996).

Onde:

R= H - Canferol

R= OH - Quercetina

R= OCH; - Isorhamnetina

FIGURA 5 - Estrutura dos glicosideos flavonoidicos isolados na

Calendula officinalis L. (PIETTAET AL, 1992).
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E relatada a presenca de pigmentos, constituidos de beta
carotenos, licopenos, rubixanting, violoxantina e fitoesterédis (LIST ET AL,
1989. FLEISCHNER, 1985; BAKO ET AL, 2002). A planta fresca contém dcido

salicilico (0,34 mg/Kg). Aparentemente ndo é téxica (TYLERET AL, 1982).

2.1.7. ACAO FARMACOLOGICA

Sdo relatadas atividades cicatrizante,  angiogénica,
antiinflamatdria, antibacteriana e antiviral aos extratos de cal&ndula
(MAITRE ET AL, 1988). A atividade antiinflamatéria da fragdo triterpénica
isolada da Calendula officinalis L. e de outras espécies de Compositaes
mostrou efetiva agdo contra inflamagdo induzida pelo TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato) em ratos. A substdncia mais efetiva foi
o helianol (presente na concentragdo de 58,5% da fragdo total), com
atividade comparada a hidrocortizona. Outros dez componentes possuiam
atividade comparada a indometacina, como ilustra a FIGURA 6 (AKIHISA ET

AL, 1996).
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triterpendicas. Nos extratos 4 e 5, flavondides, compostos fendlicos e

saponinas triterpendicas.

OLIVIER ET. AL. (1989) propde que para a extragdio de saponinas
deve-se utilizar as flores secas. Com CHCl;, ETOAc-MeOH (50:50) e
MeOH-H20 (50:50), obtém-se extrato hidrometandlico que pode ser
concentrado & vdcuo para eliminagdo do metanol e liofilizado. Este

extrato pode ser utilizado para identificagdo e isolamento das saponinas

presentes.

Os flavondides possuem na sua molécula grupos hidroxil
insubstituidos ou agucares e sdo geralmente sollveis em solventes
polares como etanol, metanol, butanol, acetona e dimetilsuféxido. A
presenga da molécula de agucar faz de alguns flavondides sejam mais
soluveis em dgua, por isso € usual a combinagdo de alguns solventes com
dgua. As agliconas menos polares como isoflavonas, flavononas, flavonas e
flavonéis altamente metoxilados tendem a ser mais soliveis em solventes
como éter e cloroférmio (MARKHAM, 1982). Os flavondides relatados como
presentes na Calendula officinalis L. sdo as flavonas, flavondis e
isoflavonas. As flavonas e isoflavonas ado mais comumentes 7-glicosideos
e os flavondis 3-glicosideos (OLLIVIER ET AL, 1989). Os agucares

usualmente encontrados sdo a glicose, galactose e rhamnose (ROBISON,

1991).

Para a extracdo dos flavondides € proposta a utilizagdo de flores
secas submetidas a lixiviagdo sucessiva com cloroférmio e solugdo
etandlica a 70% (OLIVIER ET. AL., 1989). PIETTA ET AL, (1992) utiliza flores
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secas extraidas com solugdo metanélica a 50% em temperatura ambiente
por 24h, obtendo uma solugdo limpida apés filtragdo. Esta solugdio é
evaporada a vdcuo até obter-se um residuo que é ressuspendido em
metanol. PATRICK ET. AL. (1996), propde a extracdo de flavondides
utilizando-se dgua destilada quente. A presenca dos compostos foi

confirmada por cromatografia em camada delgada.

Para obtengdio dos triterpenos livres, WILKOMIRSKI (1985) propde a
extragdo das flores secas utilizando-se dietiléter fervente por trés dias,
seguida de hidrdlise alcalina. O extrato étereo obtido é evaporado a
vdcuo. A fragdo lipidica é aplicada em coluna de silica gel e eluida com 7
hexano-cloroférmio (0—100% de cloroférmio). Os triterpenos tridis
brutos foram obtidos nas fracdes contendo 80-100% de cloroférmio.
EGLSEER ET. AL, (1997), propde a extragdo exaustiva de triterpendides

com diclorometano.

A extragdo por fluido supercritico pode ser realizada seguindo-se
as condigdes propostas por LOGGIA ET AL (1994), com CO; a 50°C e 350
bar, obtendo-se um produto de coloracdo vermelho amarronzado e de

consisténcia resinosa.

Para obtencdo de extratos a serem utilizados em formulacGes
cosméticas GORA ET AL (1997) propde partir-se de inflorescéncias de
Calendula officinalis L., utilizando como solvente o miristato de isopropila
e propilenoglicol, por extracdio continua. A presenga de flavondides,
dcidos fendlicos e agucares foi confirmada por cromatografia em camada

delgada. A andlise de carotendides foi realizada por cromatografia liquida
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em tinturas alcodlicas esses produtos se decompdem durante a

estocagem.

O grupo de principios ativos identificados como os responsdveis
pela acdo farmacolégica sdo os flavonéides, que serdo o objeto de nosso
trabalho. Através da alimentacdo, todo o reino animal é influenciado por
estes compostos e durante muitos anos vérias preparagdes contendo
flavondides como substdncias ativas principais foram utilizadas no

tratamento de doengas humanas (BRUNETON, 1991; HARBORNE, 1991).

2.1.9. ANALISE DE PRINCIPIOS ATIVOS
2.1.9.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada é método de suma
importdncia, uma vez que permite que se identifique a “impressdo digital”
da droga. Entretanto é necessdrio que tenhamos substdncias marcadoras
padronizadas, especialmente quando a atividade farmacolégica da droga é

verificada pela concentragdo de principios ativos (LISTET AL, 1989).

A TABELA 4 apresenta pardmetros utilizados para identificagdo de

saponinas e flavondides, segundo diferentes autores.






Nota da BCQ: No impresso, ndo consta a pagina 28.
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A andlise dos flavonéides por cromatografia em camada delgada
pode fornecer o isolamento e identificagdo de alguns subgrupos assim o
sistema BuOH-HO-HOAc-H,O (4:1:5) ¢ utilizado para glicosideos,
agliconas e agucares (MARKHAM, 1982). O sistema CyHs-MeOH-HOAC
(45:8:4) ¢ proposto para identificagdo das agliconas e o sistema PrOH-
H3BO3 (85:15) para identificagdo de agucares (OLLIVIER ET AL,, 1989). O
sistema Etilacetato-Ac. Férmico-Ac.acético glacial- HO (100:11:11:26) ¢
proposto para identificagdo glicosideos como rutina e narcissina e o
sistema Cloroférmio-Ac. Acético glacial-Metanol- H,O (60:32:12:8) para

separacdo de glicosideos das saponinas (WAGNER ET AL,, 1996).

2.1.9.2. ESPECTROFOTOMETRIA

A utilizagdo da espectrofotometria no UV/Visivel é utilizada
freqlientemente para obtengdo de informagdes quantitativas. Esta
técnica se baseia na medida de absorbdncia ou transmitdncia da radiagdo
que atravessa uma solugdo contendo uma substdncia absorvente e na
relagdo entre estas medidas e a concentragdo da espécie absorvente
(BECKETT ET AL, 1988). No caso de extratos vegetais, compostos por
misturas de componentes, a padronizacdo ou avaliagdo quantitativa é
realizada pela andlise da quantidade total de um mesmo grupo, que

apresentam absorbdncia definida numa regido especifica.

O doseamento do extrato de calendula por espectrofotometria se
baseia na escolha de grupos quimicos jd identificados, comparados a

substdncias marcadoras, que servirdo de padrdo para expressar a
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concentracdo desses principios ativos. Na espécie estudada os
flavondides sdo um dos grupos que podem ser doseados, portanto este
serd utilizado como marcador para obtengdo dos extratos padronizados.
Os flavondides podem ser quimicamente definidos como compostos que
possuem em comum o nicleo benzopirano ou cromano, e sdo pigmentos
responsdveis pela coloragdo de flores e frutos. Podem ocorrer como
glicosideos (ligados a uma molécula de aglcar), agliconas e derivados
metilados (HARBORNE, 1991). As agliconas possuem estrutura bdsica que €
constituida do nicleo benzopirano (anel A e C) ligado a um grupo fenilico

na posig¢dio 2 (FIGURA 10) (HAVSTEEN, 1983).

FIGURA 10 - Estrutura bdsica dos flavondides.

Pode-se dosear espectrofometricamente os flavondides totais
utilizando-se cloreto de aluminio (AICl;) como reagente, com leitura da
absorbéncia a 425nm. Este método baseia-se na formagdo de complexos
coloridos, cuja concentragdo estd diretamente relacionada com a
quantidade de principios ativos presentes nas amostras. O desvio
batocrémico e a intensificacdo da absorcdo sdo devidos & formagdo de
quelatos estdveis que aumentam a sensibilidade do processo e evitam a

interferéncia de outras substdncias fendlicas (VENNAT ET. AL., 1992),
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2.1.9.3. CROMATOGRAFTA LTQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Este método € o escolhido quando o objetivo de separar e dosear
isoladamente cada principio ativo. OLIVIER ET. AL. (1989) estabeleceram
método de andlise para /identificagdo das vdrias fragdes de saponinas
proveniente da Calendula officinalis L e que € proposto como método para
controle de qualidade de amostras da droga. Foi utilizada a cromatografia
liquida em fase reversa nas seguintes condigdes: Coluna pbondabak Cis;
fase mével- Metanol- Agua - HiPOs Comprimento de onda - 210nm;
volume da amostra - 20ul. O método apresentou linearidade para os seis
saponosideos estudados (r0,997). A FIGURA 11 apresenta o perfil do

extrato de Calendula of ficinalis L.

O cromatograma do extrato evidencia a presenca de seis
saponosideos (concentragdo total 6,2%). O método por ser reprodutivel e
rapido - andlise total em 30 minutos, se mostra adequado ao controle de

qualidade dos extratos de flores, em preparacSes farmacéuticas e

cosmeéticas.
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FIGURA 11 - Saponinas identificadas no cromatograma do extrato

de Calendula of ficinalis L. (OLIVIER ET. AL., 1989)
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Em outro trabalho este mesmo autor (OLIVIER ET. AL, 1991) propde
método de doseamento de flavondides utilizando como condicdes
cromatogrdficas: Coluna Novapak Waters Cig 4um; fase mével - Solvente
A -H20:Acido acético (98:2) e Solvente B - CH3CN:Acido acético (99:1);
detecgdo no UV a 254nm; tamanho da amostra - 20ul. A lineriadade do
método vai de 0,05 a4 1,0mg/ml. A FIGURA 12 mostra os flavondides

identificados no extrato de Calendula officinalisL.
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FIGURA 12 - Flavondides identificados no cromatograma do extrato

de Calendula officinalis L. (OLLIVIER ET AL, 1991).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia também é o método
escolhido por PIETTA ET AL (1992) para andlise de flavonéides, utilizando
como condigdes de ensaio, coluna, 7um Ca Aquapore RP (220x2,1mm), com
coluna semi- preparativa 7um Cg Aquapore RP (250x7, mm I.D.). A fase
eluente utilizada foi composta de 2-propanol- tetrahidrofurano- dgua
(10:5:85) com fluxo de 0,4mlL/min. Nessas condigdes os autores

obtiveram picos de isolamento de substdncias bem definidos (FIGURA 13).
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c- 1,3-0- neohesperisideo g- Q-3-0-2°- ramnosilrutinosideo

d- 1,3-0-2%- ramnosilrutinosideo

FIGURA 13 - Flavondides identificados no cromatograma do extrato

de Calendula officinalis L (PIETTAET AL, 1992).
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2.2 .PROCESSO CICATRIZANTE

2.2.1. CONSIDERACOES GERATS

A cicatrizagdo envolve uma seqiiéncia dindmica de processos
bioldgicos especificos que ocorrem apés o trauma ou ferimento, com o
objetivo de restaurar a continuidade estrutural e funcional da drea
lesada. Na pele, envolve mediadores soliveis, componentes da matriz
extracelular, células locais (queratinécitos, fibroblastos, células
endoteliais e nervosas) e leucécitos de infiltracdo. Esses componentes

vdo atuar nas vdrias fases da cicatrizagdo (GILLITZER ET AL, 2001).

O ferimento € a interrupgdo da estrutura anatémica e fisiologia
normal de alguma estrutura. Pode ser resultado de processos patolégicos
iniciados interna ou externamente a um ou mais érgdos. Ferimentos
agudos normalmente se encaminham através de processos reparativos
ordenados e constantes para total restauragdo da integridade do local, e
em ferimentos cronicos muitas vezes observa-se falhas nesses
processos, o que pode resultar do ndo restabelecimento da totadl

integridade do local afetado (LAZARUS ET. AL., 1994).

2.2.2. FASES DA CICATRIZACAO

A resposta cicatrizante pode ser subdividida em trés seqiiéncias

de eventos especificos: fase de homeostase e inflamacdo, fase
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proliferativa e fase de maturagdo ou remodelacdo (CHANG ET, AL., 2000;
GILLITZER ET AL, 2001; WITTEET AL, 1997),

2.2.2.1. FASE INFLAMATORIA

A fase inflamatéria da cicatrizac¢do se inicia com o dano do tecido e
com a ruptura dos vasos, momento em que hd liberagdo de células
sangliineas e de proteinas do plasma no local da ferida. A homeostase é
ativada e ocorre a vasoconstriccdo dos pequenos vasos em nho mdximo
cinco minutos. Essa ruptura expde o coldgeno subendotelial, que ird
estimular a agregagdo plaquetdria e a ativacdo da cascata de coagulagdo

intrinseca, resultando na formagdo do codgulo (WITTE ET AL., 1997).

O sistema imunoldégico ndo especifico é ativado e promove uma
defesa inicial contra organismos patogénicos, que pode ser compreendido
como um mecanismo complementar. A populagdo de neutréfilos e
macrofdgos remove fragmentos e agentes infecciosos do local do
ferimento. Essa fase possui maior importdncia nos aspectos iniciais da
cicatrizagdo, pois inicia a processo inflamatdrio através da amplificacdo
dos sinais iniciais de inflamagdo e pelo estimulo ao acimulo de

quimioatrativos ao local do ferimento (CHANG ET. AL., 2000).

Produtos oriundos dessa cascata complementar ativam as
prostaglandinas e outros componentes do metabolismo do dcido
aracddnico, que sdo quimioatrativos para células fagocitarias como
neutréfilos e mondcitos. Os neutréfilos sdo as primeiras células do

sistema imunolégico a entrar em contato com a drea lesada. Sdo atraidos
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ao local por quimioatrativos como fator plaquetdrio, leucotrienos, TGFS,
TNFa e produtos bacterianos (WITTE ET AL, 1997). A fungdo principal
dessas células é fagocitar as bactérias, material estranho & lesdo e
hemdcias. Apesar de serem as células iniciais presentes no processo de
inflamagdo, ndo sdo essenciais, pois quando estdo em nimero deficiente
suas fungdes sdo realizadas pelos macrofdgos e a cicatrizagdo ocorre

normalmente (SIMPSONET AL, 1972).

Os mondcitos sdo as células seguintes que migram para os
ferimentos. Se tornam predominantes doze horas apés a lesdo e o pico de
presenga ocorre por volta do terceiro dia, comecam a decair por volta do
quinto dia. Sdo atraidos por quimioatrativos como TGFP e PF4, e se
transformam em macréfagos por ativagdo de fatores liberados peias

plaquetas e substdncias fagocitadas, como fibronectina e coldgeno (DEUEL

ET AL., 1981).

Diferentemente dos neutréfilos, os macréfagos sdo essenciais para
a cicatrizagdo; sua deficiéncia produz uma redugdo significativa na
debridagdo da ferida e fibrogénese em feridas de pele de porcos (CHANG
ET. AL., 2000). Essas células produzem fatores sollveis que estimulam a
proliferagdo de fibroblastos. Estudos realizados mostram que a injecdo
de macréfagos em feridas promovem a cicatrizagdo (WITTE ET AL., 1997).
Produzem enzimas como a colagenase e elastase que debridam a drea
lesada e liberam fatores antimicrobianos, como radicais oxigénio e éxido
nitrico. Eles promovem a ligagdo entre o sistema imune especifico e o

inato.
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Os linfécitos, células responséveis pela resposta imunolégica do
organismo, também exercem papel fundamental na cicatriza¢do, migram
até o ferimento logo apds os macréfagos durante o primeiro dia da lesdo.
O pico de presenga ¢ relatado entre o oitavo e décimo quarto dia apés a
cicatrizagdo e pode persistir durante quatro meses. Modelos
experimentais utilizando ratos mostram que 70% das células presentes
no décimo dia apés a cicatrizagdo sdo células T, as quais sdo ativadas
quando ocorre a interagdo antigeno - anticorpo e liberam citoquinas que

ativam um nimero adicional de células imunes (BRESLINET AL., 1988).

Vérios estudos tém demonstrado o importante papel das citoquinas
durante a fase inflamatdria do processo cicatrizante. Parece que as
citoquinas podem ser exploradas terapeuticamente como adjuvantes para
estimular a cicatrizagdo. Assim considera-se atualmente a aplicagdo local
de fatores de crescimento e citoquinas atrativas de células inflamatérias
(particularmente monécitos e macréfagos), entre outras, para o

tratamento de feridas (GILLITZER ET AL, 2001).
2.2.2.2. FASE PROLIFERATIVA

As células tipo fibroblastos e endoteliais sdio as primeiras células
que proliferam durante essa fase. Os fibroblastos migram para o local da
ferida, provenientes de tecidos préximos, e sdo ativados por fatores de
crescimento liberados por células tipos plaquetas e macréfagos, como
PDGF e EGF, que induzem sua proliferacdo. As células endoteliais provém
de veias endoteliais préximas ao local da lesdo e formam novos capilares

pelo processo de angiogénese (WITTE ET AL., 1997).



Revisdo da literatura 39

2.2.2.3. FASE DE MATURACAO

O principal evento que ocorre nessa fase é a deposigdo do coldgeno
na ferida. Alguns autores consideram essa a fase mais importante do
processo cicatricial, pois a sua velocidade, qualidade e quantidade total
de deposi¢tio da matriz extracelular determinam as caracteristicas da

cicatriz (WITTE ET AL., 1997).

2.2.3. DEPOSICAO DA MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular ndo é somente um suporte passivo das
células, nos tecidos. Estudos sugerem que a mesma regula a comunicagdio
célula/ célula, controla os mecanismos celulares como diferenciagdo,
proliferagdo, migragdo, adesdo e a forma celular, Pode apresentar
composi¢des diversificadas, de acordo com o tecido a que pertence, assim
na cérnea a matriz é cristalina e nos tecidos conectivos & relativamente

distensivel para facilitar os movimentos mecdnicos (NEIL, 1994).

A matriz extracelular da pele € responsdvel pela comunicagdo
entre as células, principalmente entre as do tipo fibroblastos e
queratindcitos. E composta por proteinas insoliveis, produzidas
principalmente pelos fibroblastos e por proteinas soliveis, produzidas
pelos fibroblastos ou queratinécitos. Essas proteinas irdo atuar sobre o
comportamento de todas as células, influenciando assim a contracdo

celular, migragdio, morfologia, proliferacdo e diferenciagio das células
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(NEIL, 1994). Células do tipo fibroblastos interagem com a matriz
extracelular através de receptores especificos, notavelmente as
integrinas tipo Bl, que estdo envolvidas em reagdes intracelulares de

fosforilagdo e desfoforilagdo (MOULINET AL, 2002).

A derme intacta é composta principalmente por coldgeno tipo I
(80-90%) e IIT (10-20%). No tecido granulado observa-se aumento na
concentragdo de coldgeno tipo III, podendo-se observar concentragdo de

até 30%. Ja nas feridas maduras essa concentracdo é menor que 10%

(WITTEET AL, 1997).

Durante o processo de cicatrizagdo observam-se mudangas na
composi¢gdo da matriz extracelular. Inicialmente é composta em maior
proporgdo por fibrina e fibronectina origindrias da homeostase e
macrofdgos. Glicosaminoglicanos, proteoglicanos e proteinas dcidas ricas
em cisteina sdo sintetizadas posteriormente e servem de suporte para a

futura matriz (WITTEET AL., 1997).

O acdmulo da matriz extracelular na cicatrizagdo € regida por um
balanco entre a deposi¢do e degradacdo de substancias, assim as préprias
células regulam a produgdo de compostos por mecanismos de feed back.
O codgulo inicialmente contém grandes quantidades de fibronectina
plasmdtica que serve de estimulo para a migragdo das células para o local.
Com o comeco da invasdo celular o codqulo é destruido e as células iniciam
a produgdo de fibronectina celular, que por sua vez podem induzir a

atividade de colagenase pelos fibroblastos (WITTEET AL., 1997).
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2.2.4. CONTRACAO DA FERIDA

Pode-se definir a contra¢do da ferida como a aproximagdo das
bordas da lesdo, processo que envolve primariamente fibroblastos e
coldgeno (MOULIN ET AL, 2002). Em humanos a contragdo da ferida pode
ocorrer, mas quando comparada a outros mamiferos representa uma
pequeno percentual do processo cicatricial (MOULIN ET AL, 2000). No feto
humano esse processo ocorre sem a formagdo de cicatrizes,
principalmente devido a diferenca na forma de deposigdo do coldgeno que

€ diferente do adulto (COLEMANET AL, 1998).

Vdrias teorias sdo propostas para explicar o mecanismo de
contragdo. A primeira teoria sugere que os fibroblastos se locomovem
com o tecido conectivo e causam a contragdo da ferida. A segunda teoria,
sugere que existem células especiais responsdveis por esse processo - os
miofibroblastos, Os miofibroblastos sdo diferentes dos fibroblastos em
relagdo a estrutura citoesquelética (WITTE ET AL, 1997). Estudos
realizados /n vitro, mostram que a presenga dessas células na derme
induzem a um atraso da epitelizagdo e desorganizagdo da epiderme, assim
como as interagdes queratindcitos - fibroblastos sdo prejudicadas. Esses
fatos evidenciam que a presen¢a de vdrios tipos de células no tecido de
granulagdo € necessdria devido aos vdrios processos que ocorrem
concomitantemente na cicatrizacdo. Assim, os miofibroblastos podem
estar envolvidos na contra¢do e na formagdo da neoderme e os
fibroblastos além da formagdo da neoderme, no estimulo do crescimento

da derme (MOULINET AL, 2000).
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pela capacidade’ de’ inducdo’ do’ coldgeno o liberagdo da” adenosina”
difosfato (ADP), dentre outras substéncias. E relatada a relagdo entre a
presenga de coldgeno e a migragdo de fibroblastos, que sdo as principais
células responsdveis pela producdo de coldgeno no tecido conectivo

(MARTENS ET AL, 1992; SATET AL, 2000).

Os estdgios findis da cicatrizacdo envolvem a produciio, maturacdio
e degradagdo do coldgeno. As fibras s¥o responsdveis pela jung@o das
bordas da ferida e pela formagdo da cicatriz resistente (SAI ET AL,
2000). O tecido cicatricial é definido em termos de sua densidade,
didmetro e orientacdo das fibras de coldgeno no local do ferimento e o

tipo-de coldgeno presenté ird caracterizar o mesmo (DALE ETAL, 1997);

A molécula do coldgeno se caracteriza pela repeticdo da seqiiéncia
Gly-X-Y, onde X ¢é freqientemente o- aminodcido’ prolina e Y
hidroxiprolina, esta estrutura bdsica estd disposta em hélices, que sdo
denominadas cadeias a. (MAYNE ET AL, 1987). Antes de ser secretada como
pré coldgeno a molécula € sintetizada em oito fases distintas: 1) Clivagem
dos pep'hdeos 2) Hidroxilacdo da prolina ou lisina ma posicdo X a 4-
hidroxiprolina ou 4-hidroxilisina; 3) Hidroxilagdio dos residuos da prolina
a 3-hidroxiprolina; 4) Glicosilagdo de algumas moléculas de hidroxilisina
com galactose ou glicose; 5) Adicdo de oligosacarideos aos pré -
peptideos. 6) Assocnag&o aos terminais C - pré - pep'ndeos 7) Formagdo
das pon’res dissulfeto inter e infra cadeias e 8) For'magao da ‘rr-lpla hélice,

que se inicia no terminal C e finaliza no N terminal (PROCKOP ET AL, 1995).
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propriedades contrdteis das células, reproduzindo-se assim o ambiente /n

vivo das células (MOULINET AL, 1996).

2.2.6.2. MODELOS ANIMAIS E HUMANOS

Uma grande variedade de animais vem sendo utilizadas como
modelo para estudos de cicatrizagdo, entretanto o processo ndo é
idéntico ao que ocorre com os humanos. Pode-se exemplificar o fato dos
camundongos ndo formarem queldides ou cicatrizes hipertréficas. Deve-
se considerar também a diferenga adicional da anatomia da pele desses
animais quando comparados com a pele humana, assim camundongos,
porcos e coelhos possuem diferencas estruturais que influenciam no

processo de cicatrizagdo (COHENET AL., 1990).

Apesar dessas diferencas os modefos animais, principalmente
utilizando roedores, vém sendo utilizados devido ao baixo custo € a
facilidade de manuseio. Dentre os numerosos métodos que podem ser
utilizados, pode-se destacar o emprego de feridas lineares fechadas,
criadas cirurgicamente, onde analisa-se a resisténcia da ferida a tensdo e
a avaliagdo histolégica quanto ao comportamento celular e da matriz
extracelular, utilizando-se principalmente técnicas de coloragdo (COHEN

ET AL., 1990Q).

A utilizacdo de feridas abertas fornece informagdes mais
detalhadas sobre o metabolismo, e assim, sintese do coldgeno,
glicosaminoglicanos e células inflamatérias podem ser avaliadas mais

detalhadamente nesse tipo de modelo (COHENET AL., 1990).
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O uso de modelos fetais € relativamente recente e deve ser
considerada por apresentar novos dados a respeito da cicatrizagdo, uma
vez que nos fetos animais esse processo ocorre de forma diferente dos
individuos adultos. Ndo é observada a fase de inflamagdo aguda, a
proliferagdo dos fibroblastos é minima e a deposigdo do coldgeno ndo

ocorre, ndo havendo a formacdo de cicatrizes (COLEMAN ET AL, 1998;

MOULINET AL, 2002).
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2.3. CULTURA DE CELULAS DA PELE

2.3.1. CONSIDERACOES GERAIS

Todos os anos a inddstria quimica e farmacéutica introduz novos
produtos de origem sintética e natural. Para que esses langamentos
possam ocorrer € essencial que os mesmos tenham seu mecanismo de agdo
elucidado. Idealmente os testes devem ser realizados em humanos,
entretanto nem sempre isso € possivel, jdé que muitas vezes todos os

efeitos farmacolégicos desses produtos sdo desconhecidos.

A segunda alternativa € a utilizagdo de animais de laboratério,
entretanto muitas vezes sdo observadas diferengas estruturais e
fisiolégicas entre estes e o organismo humano. Deve-se considerar
também a tendéncia mundial de redugdo do nimero de animais em
experimentos (MAJMUDAR ET AL, 1998). Nesse contexto, tem- se
observado o surgimento de védrios modelos para experimentos, a cultura
de células humanas (testes "in vitro”) se apresenta como alternativa a

testes "/n vivo”de produtos farmacéuticos e cosméticos.

Deve-se observar que todos os modelos possuem aspectos positivos
e negativos a serem considerados, a TABELA 5 apresenta as principais
caracteristicas de modelos experimentais de pele (STREINSTRASSER ET AL,

1995).
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a ldmina basal através das jungdes hemidemossomais. Essa camada
contém as "stem cell”, células que fornecem um suplemento continuo de
novas células para a epiderme, através da produgdo de células filhas que
migram para as camadas superiores. A segunda camada da epiderme é
denominada espinhosa, € caracterizada peia presenca de conexdes
desmosomais entre as células. Essas conexdes aparecem como projegdes
estreitas, que sdo visiveis em reagdes imunohistolégicas e fornecem a
camada esse nome. Nessa camada jd pode-se encontrar os primeiros
marcadores de diferenciacdo dos queratinécitos, como a involucrina e a

transglutaminase (ECKERT ET AL, 1997).

A terceira camada chamada de estrato granuloso ou granular é
caracterizada pela presenca de grdnulos no citoplasma dos
queratindcitos. Esses grdnulos possuem produtos responsdveis pela
diferenciagdo das células e pela sintese de estruturas caracteristicas da
epiderme diferenciada, como a membrana corneédcita. Os granulos contém
locrina, filagrina, cistatina e lipidios. Essas células também possuem
organelas associadas a atividade metabdlica latente, indicando que as

mesmas podem ser ativadas nas etapas finais da diferenciagdo (ECKERTET

AL, 1997).

O estrato licido também pode ser chamado de zona de transicdo e
¢ a camada que separa a epiderme viva da morta. Possui intensa atividade
enzimdtica responsdvel pela destruicdo das organelas ceiulares e dos
dcidos nucléicos. Os cornedcitos representam o estdgio final da
diferenciacdo dos queratindcitos e consistem de uma variedade de

filamentos de queratinas contidos em envelopes protéicos. Esse envelope
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cornificado consiste de vdrias proteinas ligadas por ligagSes covalentes
tipo dissulfeto (S-S). Essas células sdo as lnicas adequadas a fornecer a
protecdo necessdria ao organismo, sem ela o mesmo hidrataria
rapidamente em ambientes Umidos, desidrataria em ambientes secos e

seria extremamente susceptivel a infecdes por microorganismos (ECKERT
ET AL, 1997).

Os melanécitos sdo o segundo maior tipo de células da epiderme.
Possuem aspecto dendritico e se localizam na camada basal da epiderme.
Relacionam-se estrategicamente com os queratindcitos, formando a
unidade meldnica epidermica. Sdo as responsdveis pela produgdo de
melanina, os melanossomas sdo as estruturas celulares responsdveis pela
sintese. A biogénese em animais ocorre por um processo de oxidagdo que
se inicia com o aminodcido - tirosina. A principal etapa é a oxidagdo da
tirosina a dopaquinona pela enzima tirosinase. As etapas subsequentes
envolvem a desidrogenagdo da dopaquinona que ird originar a melanina.
Esses grénulos de melanina sdo distribuidos para a pele e cabelos por um
processo conhecido como transferéncia citocrinica, em que porgoes do
citoplasma dos melanécitos sdio endocitadas pelas células epiteliais (RILEY,
1997).

A melanina é o pigmento presente em maior quantidade nas
estruturas externas dos vertebrados. O termo ¢é usado
indiscriminadamente para qualquer pigmento de coloragdo escura,
entretanto nos mamiferos podem ser identificados dois tipos principais:
as eumelaninas, de coloragdo marrom a preta, que pela oxidagdo do

permanganato produzem pequena quantidade de dcido pirrol
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tricarboxilico (PTCA), em torno de 1,0%, e as feomelaninas, de coloragdo
amarela a vermelha, contém radicais sulfdricos e quando se degradam

originam cerca de 20,0% de aminohidroxifenilalanina (AHP) (RiLEY, 1997).

Além dos queratinécitos e melanécitos pode-se encontrar na
epiderme outros dois tipos de células: as células de Langerhans e as de
Merkel. As primeiras possuem papel fundamental na resposta imunolégica
da pele, sdo capazes de processar e acumular na sua superficie antigenos
cutdneos, além possuirem na sua superficie receptores para as
imunoglobulinas (AIBA, 1990). As células de Merkel sdo tidas como
mecanoreceptoras, Sdo encontradas em maior quantidade na pele espessa

das mdos e pés, além de serem responsabilizadas pela sintese de

neuromediadores.
2.3.3.2. DERME

A derme além de servir de suporte para a epiderme é composta por
uma estrutura fibrosa: uma matriz extracelular amorfa, diversas células
de natureza conjuntiva (fibroblastos, histiécitos e mastécitos), além de
células de origem sangiiinea. Os anexos cutdneos, assim como seus

sistemas de irrigagdo e inervagdo tem origem nessa camada.

A matriz extracelular amorfa é composta por fibras de coldgeno,
elastina e reticulinicas, mucopolissacarideos dcidos, polissacarideos
glicoprotéicos e eletrélitos, que fornecem as caracteristicas de

resisténcia mecdnica a pele (Boyce, 2001).
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Os fibroblastos possuem como principais fun¢des, ndo sé a sintese
dos componentes da matriz extracelular, mas também a degradagdo e
reorganizagdo da mesma, também sintetizam fatores que sdo
responsdveis pelo crescimento das células epidérmicas. As células
dérmicas expressam muitas proteinas, como o fator de crescimento igual
a insulina (IGF-I), cujo receptor estd presente nos queratindcitos, além
do coldgeno tipo I/ III e interleuquinas. (GOULET ET AL, 1996). Essa
produgdo é regulada por um grande nimero de fatores, incluindo a
interagdo célula/matriz, forgas mecdnicas, a prdpria expressdo de
citoquinas e fatores de crescimento (STHEPENS ET AL, 2001). A TABELA 6

apresenta o resumo das caracteristicas das principais células da pele.
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2.3.4. CULTURA DE CELULAS DA EPIDERME

Os métodos usuais de cultura de células da pele sdo baseados no
explante de pequenos pedagos da pele, cujos maiores componentes sdo as
células e a matriz extracelular. Dependendo entdo da técnica usada, as
células podem se manter no interior do explante (cultura de érqdo) ou
migrarem para fora do mesmo (cultura de células). A dissociacdo das
células da pele antes do cultivo apresenta melhores resultados e é obtida
pela aplicagdo de métodos enzimdticos seguidos de técnicas de

purificactio (ECHINARD, 1998; PRUNIERAS ET AL, 1976).

Apds a separagdo das células epidérmicas as mesmas podem se
estabelecer em dois tipos de cultura: Sobre uma camada de células
nutritivas ou sob meio definido. A primeira é mais utilizada atualmente, é
conhecida também como técnica de Green e Rheinwald. Células do tipo
fibroblasto, que servirdo de camada de sustentagdo, sdo irradiadas de
forma a parar sua proliferagdo, entretanto continuam produzindo fatores
essenciais para a multiplicagdo das células epidérmicas, que crescem em
forma de coldnia e podem ser cultivados em suporte de pldstico ou vidro.
Além disso, pode-se também adicionar fatores nutritivos especificos no
meio de cultura (NAVSARIA ET AL, 1995). A cultura em meio definido,
conhecida como técnica de Ham e Boyce, consiste basicamente na cultura
de queratinécitos em meio que foi progressivamente modificado pelos

autores. Esse meio é adicionado de seis aminodcidos definidos, do fator
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melanina regulam o crescimento e diferenciagdo dos melanécitos (Tobb ET
AL, 1993).

Os melandcitos que crescem em culturas de monocamada
necessitam da organizagdo tridimensional e das intera¢8es celulares que
existem no organismo. A co-cultura de queratinécitos e melandcitos vem
sendo utilizada com a finalidade de reproduzir essas interagdes. Tobb ET
AL. (1993) comparando o comportamento dos melanécitos em monocultura
e em co-cultura frente a radiagdo UV, mostraram que os cultivados em
co-cultura apresentaram resposta mais préxima a fisiolégica, com o

aumento de marcadores como tirosinase apés a exposigdo a radiagdo.

LEEUW ET AL. (2001) conduziram estudos com melandcitos
provenientes de individuos com diferentes fototipos com a finalidade de
relacionar a produgdo de feomelanina e melanina induzidas pela radiagdo
UVB. Os resultados mostraram que as células em cultura, mantiveram sua
habilidade de produgdo de eumelaninas ou feomelaninas de acordo com o
fototipo que sdo provenientes e comprovaram a agdo protetora da

melanina frente a radiagdo UVB.

A cultura de células de Langerhans (LC) é menos estdvel que a
cultura de queratinécitos e melanécitos, ndo sendo portanto comumente
utilizada em estudos /n vitro (MATMUDAR ET AL, 1998). Suspensdes
celulares enriquecidas com as LC podem ser obtidas aplicando-se técnicas
de imunoplanejamento ou por centrifugacdo seriada. Entretanto as
mesmas apresentam algumas limitagdes, como dificuldade de se obter

células intactas em grandes quantidades, curto perfodo de sobrevivéncia
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2.4. DESENVOLVIMENTO DE EMULS3ES

2.4.1. CONSIDERACOES GERAIS

Grande percentual de formulages cosméticas e farmacéuticas té€m
sido desenvolvidas na forma de emulsdes, devido a vantagens como
compatibilidade com a pele, caracteristicas fisicas agraddveis, seguranca
e boa apresentacdo. As emulsdes sdo dispersdes termodinamicamente
instdveis de dois liquidos em que um € a fase continua do sistema e o
outro € a fase dispersa. Possuem energia positiva interfacial livre
proveniente de cada uma das fases que tentam se reaproximar pela
coalescéncia gradual da fase dispersa. Para evitar essa fato se torna
necessdria a adicdo de agentes emulsificantes. Nas emuisdes simples,
este componente ird formar um filme interfacial entre as fases, que
impedird o processo de separagdo (ECCLESTON, 1997; LOCHHEAD, 1994). A
instabilidade pode se manifestar de vdrias formas, incluindo a cremagdo

ou sedimentagdo, a inversdo ou separagdo de fases (IbsoN, 1988).

Deve-se distinguir os termos relacionados com a instabilidade das
emulsdes. As goticulas podem se aderir sem perda da pelicula protetora
mas de forma coesiva e caracterizar o fenomeno de floculagdo. Quando
essas se aproximam e formam goticulas maiores, denomina-se esse
fendmeno como coalescéncia, que pode evoluir para separacdo de fases. A

cremacdo ocorre quando os glébulos dispersos sofrem a agdo da
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gravidade sem a coalescéncia dos mesmos e a fase interna é menos densa

que a fase continua (LOCHHEAD, 1994; RIEGER, 1991).

A consisténcia das emulsdes cosméticas pode variar desde a forma
leitosa até pomadas ou cremes semi-sélidos. As fases aquosa ou oleosa
constituem formulagdes complexas com variedade de tensoativos,
polimeros e materiais graxos, além de componentes farmacologicamente

ativos (ECCLESTON, 1997).

O entendimento da microestrutura da emulsdo, de todos os
componentes das fases em todos os estdgios da produgdo, desde o
armazenamento até o uso & essencial para fornecer ao formulador dados
Uteis para elaboragdo de formulagdes estdveis quimica e fisicamente, com
propriedades sensoriais desejdveis e que sejam funcionais para liberagdo

de ativos (ECCLESTON, 1997).

Vdérias teorias sdo propostas para explicar o processo de
emulsificacdo, e continua sendo insuficiente a aplicagdo de somente uma
delas para a elucidagdo de todos os fendmenos presentes nos vdrios
subtipos de formulagdes. Em emulsdes mais fluidas o efeito estabilizador
do emulsificante é usualmente atribuido & sua capacidade de formar
camadas protetoras na interface éleo/dgua, que fornecem filme mecdnico

que ird proteger contra a coalescéncia (ECCLESTON, 1997).

No ano de 1948 Griffin desenvolveu o conceito de equilibrio
hidréfilo - lipéfilo e sua aplicagdio para selecdo de emulsificantes nas

formulacdes. Esse método semi-empfrico continua sendo utilizado até os
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A andlise de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas das
matérias primas devem ser levadas em consideragdo na seleglio de
componentes e do processo a ser utilizado (SCHWARTZ, 1981). O dois
dltimos passos devem ser considerados com mais atencdo principaimente

no desenvolvimento de formas farmacéuticas sédlidas e sistemas

dispersos.

A criagdo de um desenho estatistico deve ser realizada pela
condugdo de uma série de experimentos selecionados nos mais varidveis
niveis. Na indlistria farmacéutica o desenho multifatorial é muito
utilizado. Nesse tipo de desenho as varidveis se encontram em dois niveis
(2), e K corresponde ao nimero de varidveis. Observa-se que o nimero
de experimentos aumenta segundo a fun¢do exponencial e portanto
recomenda-se o uso de no mdximo cinco varidveis. Como vantagens na
aplicagdo desse tipo de desenho cita-se o pequeno ndmero de
experimentos por varidvel independente, a possibilidade de estudar-se
varidveis quantitativas e qualitativas, a facilidade de interpreta¢do dos
resultados e a possibilidade de utilizar-se esse estudo como base para
outros desenhos (NIELLOUD ET AL, 1996; Os8ORNE, 1990). Deve-se
proceder os experimentos de forma randomizada, para que ndo se chegue
a conclusdes errdneas sobre fatores sistemdticos ou ambientais que

também podem influenciar nos resultados.

BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de S0 Paula
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2.4.3. ANALISE DE MATERIAS PRIMAS POR TERMOANALISE

A andlise térmica diferencial (DTA) é uma técnica que envolve o
aquecimento e/ou arrefecimento do bindrio amostra/referéncia em
simultdneo e a mesma velocidade. A variagdo de temperatura (AT) entre a
mostra e o material de referéncia inerte (alumina) é em funcdo da
natureza da mesma temperatura (T) a que se encontra o forno. Esta
técnica detecta variagdes endotérmicas (fusdo) e/ou exotérmicas
(combustdo) que serdo representados no termograma. Se ocorre uma
variagdo endodérmica, surge um pico abaixo da linha de base. O pico
acima da linha de base representa variagdo exotérmica. Quando se

completa a reag¢do € retomada a linha de base e AT=0 (CANOTILHO ET AL,
1992).

A posigdo dos vdrios picos € condicionada pela composigdo quimica e
estrutura cristalina da amostra. A drea dos mesmos estd relacionada com
a energia envolvida nas variagdes relacionadas pelo aquecimento da
amostra. Na drea farmacéutica a DTA encontra vdrias aplicagdes e pode-
se destacar a determina¢do da cinética de degradacdo de fdrmacos,
determina¢do da pureza das matérias primas, caracterizagdo de sélidos,
estudos de compatibilidade de formas sélidas e formas semi-sélidas.
FRENKEL ET. AL. {1980) determinaram a temperatura de inversdo de fases

em emulsdes O/A.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € similar a DTA e foi

introduzida em 1963 por Watson e O'Neil. Dentre as aplicacdes desta
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provocar degradacdo de materiais mais sensiveis, como no caso da

hidrélise de alguns emulsificantes (Span ®) (KLEIN, 1984),

Outro fator relacionado com a estabilidade das formulacdes é a
formagdo de estruturas do tipo cristal liquido. Essas estruturas
caracteristicas dos emulsificantes agem como um elo entre as particulas
do tensoativo e a fase externa e € indicativo da estabilidade da
formulagdo. Devido ao arranjo estrutural, essas moléculas agem
aumentando a viscosidade da fase externa, agindo entdo como uma
barreira a coalescéncia. A presenga dessas estruturas pode ser
confirmada pela andlise em microscépio de luz polarizada, uma vez que as
mesmas sdo anisotrdpicas e exibem birrefrigéncia (EccLESTON, 1986;

KLEIN, 1984; LOCHHEAD, 1994).

Os estudos de estabilidade devem ser conduzidos durante as fases
de pré-formulactio e formulacdo final do produto. Na primeira fase sdo
selecionados os produtos seguros, estdveis, efetivos e que fornecem
aspectos agraddveis & formulagdo, seguindo-se & escolha dos melhores
candidatos para o produto final com o minimo de possibilidades de
ocorréncia de reagdes quimicas e fisicas (CADWALLADER, 1989. DuUkEs,
1990). A medida que o processo de otimizagdo da férmula continua,
amostras adicionais devem ser testadas por periodos de tempo
prolongado para se avaliar os efeitos do envelhecimento sobre o produto

(SCHUELLER ET AL, 1993).

2.4.1. ESTUDOS DE ESTABILIDADE DE EMULSOES
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relevantes a respeito de aspectos externos, como aparéncia,
homogeneidade, brilho e cor, aspectos importantes quando se trata de

formulagGes cosméticas ou de uso externo (IDsSON, 1993).

A andlise microscépica pode ser conduzida de forma a
complementar a andlise anterior, e pode fornecer dados como tamanho
das particulas e distribui¢do das mesmas. Quanto menores e mais
homogéneas as particulas maior € a estabilidade das emulsges. O tamanho
das particulas de uma emulsdo recém preparada pode variar de 1-3
micron, apés armazenamento por 3 meses esse tamanho pode variar de 5-
7 micron, o que mostra a validade dessa andlise para predizer a
estabilidade da formulagdo. Essa andlise pode ser conduzida por vdrios
métodos, sendo que os resultados mais confidveis sdo fornecidos pela

observagdo das formulagdes em microscépio (IDSON, 1993 KLEIN, 1984).

Mudangas nas caracteristicas reolégicas de macroemulsdes
representam importantes pardmetros no controle da estabilidade. As
medidas de viscosidade devem ser realizadas com aparelhagem e
metodologia especifica, que proporcionam ao formulador a construcdo de
gréficos plotando-se os dados de gradiente de velocidade x forga de
cisalhamento que servirdo de padrdo mesmo apds submeter-se as

formulacdes a condicOes de estresse (RIEGER, 1991).

A mudanca da condutividade em fungdo da temperatura € utilizada
principalmente em emulsSes tipo A/O. A alteragdo da condutividade
dessas formula¢Ses aponta para a quebra do isolamento entre as fases

éleo e dgua (IbsoN, 1993).
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A medida da constante dielétrica também é pardmetro analisado
por alguns autores. A andlise de emulsdes formuladas com polissorbato
80 mostrou que a constante aumenta linearmente com a temperatura e o
tempo de estocagem, e essa mudanga parece estar relacionada com a
hidrélise do polissorbato 80. Técnicas como medidas nas alteragdes pH e

potencial zeta podem também se empregadas para predizer-se a

estabilidade das emuisSes (RIEGER, 1991)

Apés a selegdo das formulagdes mais adequadas deve-se proceder
estudos que envolvam os materiais de embalagem, pois qualquer alteragdo
nas caracteristicas da formulagdo ou no recipiente pode implicar em
interagdo entre componentes da formulagdo com a embalagem,

refletindo-se na estabilidade do produto (DUKEs, 1990).



3. OBJETIVOS







4. MATERIAL E METODOS
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4.1. MATERIAL

4.1.1 EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS

- Agitador magnético (Etica)

- Agitador tipo mix (Wadlita)

- Balanga andlitica, modelo A 100, sensibilidade 10 ~! (Marte)

- Cdmara hemocitométrica

- Centrifugas (Excelsa Baby II/206R e SORVAL)

- Cintilador (Packard Minari)

- Cromatogrdfo liquido de alta eficiéncia /Detector ultravioleta
(Waters)

- Cronométro (Technos)

- Embalagens pldsticas opacas de polipropileno com capacidade para 30
e 250g

- Estufa termostatizadas a 35°C (ética)

- Estufa termostatizadas a 45°C (Fanem)

- Estufa termostatizadas a 60°C (Etica)

- Espectrofotdmetro, modelo 634 (Varian)

- Evaporador rotativo (Etica)

- Fluxo Laminar, modelo BBF-4SS (Germ - free laboratorie Inc.)

- Incubadoraa 37°C com 5% de CO: (VECO)

- Lémpada UV - 365nm

- Leitor de absorbdncia em placas de 96 pogos (Dynatech MR4000)

- Liquidificador (Walita)

- Liofilizador, modelo EC modulyo (Edwards)
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- MTT  [3-(45-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolium  bromida]
(Sigma)

- Penicilina/Streptomicina (6ibco)

- Solugdo fisiolégica 0,9%

- Soro fetal bovino (Gibco)

- Paraformaldeido

- Pepsina (Sigma)

- Peréxido de hidrogénio

- [2.3- 3H]-Prolina

-~ Tripsina (Sigma)

412 3. CONSTITUINTES DAS FORMULACOES
Todas as matérias-primas utilizadas foram de grau farmacéutico.

- Alcool cetilico (Chemy union)

- Alcool cetoestearilico sulfatado - Lanete N ® (Henkel)

- Polybase ® - Base autoemulsiondvel emoliente, apropriada para emulsdo
O/A (Croda)

- Uniphen ® - Mistura de parabenos utilizados como conservantes
(Induchem)

- Oleo mineral (Chemy union)
4.1.2.4. SOLVENTES E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e adquiridos

na Merck.
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- Acetato de etila

- Acetato de chumbo

- Acetato de cobre

- Acetonitrila

- Acido acético p.a e glacial

- Acido cloridrico

- Acido férmico

- Acido picrico

- Acido sulfdrico

- Acido trifluoroacético

- Alcool etilico

- Alcool metilico

- Anidirido acético

- Cloroférmio

- Cloreto de aluminio

- Cloreto férrico

- Eter etilico

- Gelatina

- Hidréxido de amdnio

- Hidréxido de potdssio

- Hidréxido de sédio

- Oxalato de cdlcio monohidratado

. Reativo de Bertrand, Bouchardat, Dragendorff, Mayer (BACCHI ET AL,
1998)

- Sulfato de quinina
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4.1.2. 5. DROGAS VEGETAILS

- Extrato seco de Calendula officinalis L (Indena)

- Pé de inflorescéncias de Calendula officinalis L.

4.1.3. OUTROS

- Célula calorimétrica - Modelo DSC 50 (Shimadzu)
- Coluna -C 13, 4um - (Novapak Waters)
- Placas de silicagel 60 F - 254 - (Merck)

4_.2. METODOS

4 2.1 OBTENCAO DOEXTRATO

Foram estudados dois extratos da espécie vegetal, o extrato
comercial (padrdo) foi obtido da empresa Indena - Mildo/ Itdlia. Esse
extrato possui 2,05% de substdncia marcadora - saponinas totais. As
caracteristicas desse extrato, descritas no laudo do fornecedor, podem

ser visualizadas na TABELA 8.
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diluigdo até o décimo tubo em que foram desprezados 5,0mL. Apés essa
diluigdo todos os tubos foram agitados vigorosamente no sentido

longitudinal por 15 segundos. Observou-se a formagdio de espuma

persistente.
4.2.2.1.3. GLICOSIDEOS ANTRAQUINONICOS (COSTA, 1994)

Ferveu-se a amostra com solugdo de dcido sulfdrico 2N. Apés
resfriamento filtrou-se e transferiu-se para um funil de separacdo onde
procedeu-se a extragdo com éter etilico. Ao extrato etéreo adicionou-se
solugdo de hidréxido de sddio 2N. Observou-se o aparecimento de

coloragdo vermelha intensa na camada aquosa.
42214 GLICOSIDEOS FLAVONOIDICOS (COSTA, 1994; GRAYER, 1989)

Pesou-se 2,59 da amostra e adicionou-se 50,0mL de etanol 70% e
levou-se ao aquecimento, apds resfriamento filtrou-se e procedeu-se as
reagdes de identificagdo.

- Reagcdo com Cloreto de aluminio

Umedeceu-se diferentes dreas de um papel de filtro com o extrato
hidroalcodlico. Colocou-se sobre as regides umedecidas solucdo alcodlica
de cloreto de aluminio a 5%. Observou-se sob luz UV (365nm) a
fluorescéncia das regides umedecidas.

- Rea¢cdo de Shinoda

Adicionou-se ao extrato hidroalcodlico fragmentos de magnésio e
dcido clorfdrico concentrado. Observou-se o desenvolvimento de

coloragdo résea a vermelha.
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- Reagdo com hidroxidos alcalinos

Adicionou-se ao extrato hidroalcodlico solu¢do de hidréxido de

sédio IN. Observou-se o desenvolvimento de coloractio amarela.

4.2.2.1.5. TANINOS (COSTA, 1994; GRAYER, 1989)

Pesou-se 2,59 da amostra pulverizada e ferveu-se com 50,0mL de
dgua destilada. Apés resfriamento filtrou-se a solugdo. Verificou-se a

adstringéncia da solugdo.

Retirou-se aliquotas desse extrato para realizagdo de reagdes de
precipitagdo com os seguintes reagentes: cloreto férrico a 2%, acetato
de chumbo a 10%, sulfato de quinina, gelatina a 2,5% e acetato de cobre

a 3%. A formagdo de precipitado indica reagdo positiva.

4.2.2.1.6. ALCALOIDES (COSTA, 1994)

Pesou-se 2,5g da amostra e agitou-se a mesma com solugdo aquosa
de dcido cloridrico a 1% aqueceu-se a mistura, filtrou-se para funil de
separagdo e alcalinizou-se a solugdo com hidréxido de amdnio a 10%.
Extraiu-se com cloroférmio, e essa fase foi evaporada. O residuo
resultante foi dissolvido em dcido cloridrico a 1%. Essa solugdo foi
colocada em ldmina de microscopia e adicionados os reativos de

precipitagdo - Mayer, Bertrand, Dragendorff e Bouchardat.
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4.2.2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Realizou-se caracterizagdo ou andlise descritiva do extrato, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo adaptagdo do método
preconizado por OLLIVIER ET AL (1991). Uma aliquota de 30,0mL do
extrato obtido e liofilizado foi ressuspenso em 100mL de dqua
purificada. Dilui-se entdo em dgua purificada na proporgdio de 1:100,
filtrou-se através de filtro com abertura de 05um e procedeu-se a

andlise cromatogrdfica, nas seguintes condigdes:

Modo de eluicdo - Isocrdtico; Fase A (05% de Acido
trifluoroacético em H,0) - 850% e Fase B (0,05% de Acido
trifluoroacético em acetonitrila) - 15,0%: Coluna - Novapak Waters C 1g,

4um; Fluxo de 1mL/ minuto; Deteccdo em 254nm e volume injetado de

20,0ul.
4.2.2.3. DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Utilizaram-se os flavondides totais, expressos em quercetina, como
substéncia marcadora para doseamento dos extratos, realizado de acordo
com método espectrofotométrico proposto pela WICHTL (1972) e por
MARKHAM (1982).

Em um funil de separa¢do adicionaram-se 20,0mL do extrato e
extraiu-se trés vezes com 10,0mL de acetato de etila saturado em dgua.
As extracdes foram reunidas e lavadas duas vezes com 50,0mL de dgua.

Em 5,0mL desta solugdo adicionou-se 1,0mL da solugdo de 2,09 de cloreto
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de aluminio em solugdo de 5,0% de dcido acético em metanol. O branco foi

realizado com 10,0mL da solugdo acetato de etila adicionado da solugdo

de dcido acético em metanol.

A concentragdo do extrato foi calculada em flavondides totais
expressos em quercetina utilizando-se a curva de calibracdio da

substdncia padrdo.

4.2.2.3.1. VALIDACAO DO METODO

Foram validados pardmetros como, linearidade, recuperagdo,
exatiddo e precisdo e curva de calibragdo (USP XXIII, 1996). Utilizou-se

como substdncia padrdo a quercetina,

- Determinagdo do espectro de absor¢do da quercetina

Em baldo volumétrico de 25,0mL preparou-se solugdo de quercetina
em metanol na concentragdo de 6,0pg/mlL. Apés completa dissolugdo do
padrdo submeteu-se essa solugdo a leitura de absorbdncias nos

comprimentos de onda de 250 a 780nm.

- Preparagdo da curva de calibragdo da guercetina

Preparou-se a solugdo padrdo de quercetina dissolvendo-se
100,0mg do padrdo em 350,0mL de metanol em um baldo de capacidade
para 500,0mL, obtendo-se assim solugdo com concentragdo de
200,0pg/mlL. Construiu-se a curva padrdo, utilizando-se solugSes em

concentragdes de 2,0 a 100ug/mlL. Transferiu-se para um baldo
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volumétrico de 25,0mL a aliquota correspondente de cada concentracdo,
1,0mL da solucdio de ALCl; e completou-se o volume. Apds decorridos 30
minutos, realizou-se a leitura da absorbéncia a 415nm. Calculou-se a

equagdo da reta pelo método dos minimos quadrados.

- Determinagdo da estabilidade do composto formado

Em baldo de 250mL preparou-se solugdo com 60pg/mL de
quercetina em metanol. Adicionou-se 1,0mL da solugdo da solucdo de
ALCl3 e completou-se o volume com metanol. Apés decorridos 30 minutos,
realizou-se a leitura da absorbdncia a 415nm. Esse procedimento foi

repetido de 30 em 30 minutos por 12 horas.

- Determinagdo da reprodutibilidade do método

Em oito baldes iguais de 25,0mL preparou-se solugdo com 6,0ug/mL
de quercetina em metanol. Adicionou-se 1,0mL da solugdo da solugdo de
ALCl3 e completou-se o volume com metanol. Apds decorridos 30 minutos,

realizou-se a leitura da absorbéncia a 415nm,

- Teste de recuperagdo

Em baldo de 25,0mL preparou-se solugdo com 6,0ug/mbL de
quercetina em solugdo hidroalcdolica (solugdo teste). Procedeu-se a
técnica de extragtio descrita anteriormente e adicionou-se 1,0mL da
solugdio da solugdo de ALCl3 e completou-se o volume com metanol. Apds
decorridos 30 minutos, realizou-se a leitura da absorbancia a 415nm.

Calculou-se a concentracdo da solugdo teste pela reta de calibragdo.

BIBLIOTECA
‘Faculdade de Ciéncias Farmachuticas
Universidade de Sa¢ Paulo
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423. ACAO FARMACOLOGICA AVALIADA EM CULTURAS
CELULARES

4.2.3.1. OBTENCAO DE FIBROBLASTOS HUMANOS POR EXPLANTE

As amostras de pele humana foram obtidas junto a individuos
submetidos a cirurgias pldsticas cutdneas, classificados quanto ao sexo,
idade e cor da pele, e conservadas em soro fisiolégico por, no méximo, 24
horas. Em condi¢des de trabalho em fluxo laminar (VECO), dessinfectado
com radiagdo UV por 30 minutos e utilizando técnica asséptica, os
fibroblastos foram isoladas a partir de fragmentos de pele, retirado

todo o tecido subcutdneo com auxilio de tesoura e pinga e colocados em

placas de petri.

Pequenos fragmentos foram cortados, passados em soro fetal
bovino e colocados em garrafas de cultura de 25,0cm® de drea. Foram
adicionados entdo 5SmlL do meio de cultura D10 - Dulbecco’'s modified
Eagle's Medium (DMEM) - 88,3%, soro fetal bovino - 10,0%,

penicilina/streptomicina - 1,0%, L-glutamina - 1,0%.

O meio descrito foi trocado em intervalos de 3 em 3 dias até a
migragdo dos fibroblastos. Retirou-se entdo os fragmentos de pele e as
culturas primdrias subconfluentes foram tripsinizadas e passadas em

concentragdes variadas, por diversas vezes consecutivas, sendo
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trocado por DMEM contendo diferentes concentracdes de extrato teste,

extrato padrdo e o branco. Incubou-se 48 horas.

A andlise de MTT foi realizada adicionando-se 10,0ul de MTT em cada
pogo e incubando-se por 4 horas. Apds esse tempo adicionou-se 90,0l de
tampdo formalina e 100,0ul de solucdo de solubilizacdo (10% de SDS em
0,01M de HCl), em cada pogo e deixou-se por 12 horas em estufa a 37°C.

Apds agitagdo, para solubilizagdo do produto formado, a absorbdncia
foi medida a 570nm em leitor de absorbéncia para placa de 96 pogos, em

sete experimentos, conforme descrito no item 4.2.3.2.

4234 TINFLUENCIA DO EXTRATO NA PROLIFERACAO CELULAR POR

CONTAGEM DIRETA

Foram semeadas 5,0 x 10* células em placas de 24 pogos, com 1,0mL
de meio D10. Esperou-se que essas células chegassem a sub-confluéncia,
aproximadamente apds 24 horas. O meio foi trocado por DMEM contendo
diferentes concentra¢des do extrato teste, extrato padrdo e o branco.

Esperou-se 48 horas.

As células foram tripsinizadas com solugdo de tripsina
(0,05%)/EDTA (0,02%) por 5 minutos e separagdo do pellet apds
centrifugacdo e coloragdo com solucdo de azul tripano 0,4%. Os
fibroblastos vidveis foram contados em cdmara hemocitométrica em

microscépio com aumento de 100 vezes

BibLIO TECA )
aculdade de Ciéncias Farmaceu
Universidade de Sao Paulo
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42 35 ANALISE ESTATESTICA

Os dados obtidos nos estudos de MTT e contagem direta foram
submetidos ao pacote estatistico SPSS8 para Windows. Realizou-se a
andlise descritiva e inferencial dos resultados obtidos, para avaliagdo da

significdncia dos mesmos.

4.2.3.6. INFLUENCIA DO EXTRATO NA PRODUCAO DE COLAGENO

42.3.6.1. DOSEAMENTO DE COLAGENO TIPO I (HATA ET AL.,1998; KIm

ET AL., 1997 NABOUTET AL., 1989)

Foram semeadas 4,0 x 10° de células do tipo fibroblastos em placas de
6 pogos com 3,0mL de meio D10 e esperou-se que as mesmas chegassem a
confluéncia. A marcacdo foi realizada adicionando-se iniciaimente
50,0pug/mL de dcido ascérbico em cada pogo. Adicionou-se 10,0uCi/mlL de
[2,3-3H]-prolina, em cada pogo. Esperou-se 24 horas. Apds esse periodo
trocou-se o meio de cultura e adicionou-se o extrato teste, padrdo e o
branco diluidos em meio D10 (2,0 e 20,0ul/mL). Esperou-se por mais 24

horas.

A extracdo foi realizada inicialmente coletando-se o meio de
incubagdo e pela tripsinizacdo de cada pogo com 0,5mL com a solucdo de
tripsina/ EDTA por 5,0 minutos. A juncdio das células e do sobrenadante
foi colocada em tubo de centrifuga de capacidade de 50,0mL e foram
adicionados 5,0mL de dcido acético 0, 5M com pepsina na proporcdo de

1,0mg/mL. Essa solugdio foi incubada por 16 horas a 60°C.
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Apds esse periodo, adicionou-se o carreador - coldgeno tipo I (Sigma)
na proporgdo de 200,0ug/mlL solubilizado em dcido acético O,5M. A
solugdo foi centrifugada a 15000 rpm por 60 minutos & temperatura de
15°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e realizou-se a
precipitagdo com NaCl 4 5M. A solugdo foi entdo centrifugada novamente

15000 rpm por 60 minutos & temperatura de 15°C.

O precipitado final foi dissolvido em 250,0ul de dcido acético O.5M e
50,0ul transferidos para tubos de cintilador contendo 5,0mL de “coktail”
de cintilagdo (Aquasol®). A radioatividade foi medida por um periodo de 2

minutos em contador de cintilagdo e expressas em contagem por minuto

(cpm).
4.2.3.6.2. VISUALIZACAO POR TMUNOFLUORESCENCIA

Foram semeadas 5,0 x 10* céiulas do tipo fibroblastos em placas de
24 pogos contendo laminula, com 1,0mL de meio D10. Esperou-se que
essas células chegassem a confluéncia, aproximadamente apds 24 horas.
O meio foi trocado por DMEM contendo concentragdes de 2,0 ou de
20,0ul/mL do extrato teste, extrato padrdo e o branco. Esperou-se 48

horas.

Apés esse periodo desprezou-se o meio de cultura e lavou-se com
solucdo de PBS por trés vezes. Colocou-se 10mL de solugdo de
paraformaldeido a 4,0% em PBS & 4°C por uma hora. Lavou-se trés vezes

com solucdo de PBS. As laminulas foram incubadas com solugdo de
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A formulagdes descritas foram preparadas segundo o método de
inversdo de fases em alta temperatura (PRISTA ET AL, 1981). Pesou-se
separadamente as quantidades correspondentes dos componentes da fase
oleosa (dlcool cetilico, éleo mineral e emulsificantes) e aquosa (dgua
destilada), com excecdo do extrato de caléndula, e aqueceu-se em
recipientes distintos até a temperatura de 80-85°C. Verteu-se a fase
aquosa sobre a oleosa com agitagdo constante por aproximadamente 10
minutos. Com temperatura abaixo de 35°C acrescentou-se o extrato de
caléndula. As formulacdes idnicas foram denominadas FI1, FI2, FI3, FI4,
FI5, FIé, FI7, FI8, FI9, FI10, FIi1, FI12, FI13, FI14, FI15 e FI16. As
formula¢des ndo ionicas foram denominadas FNI1, FNI2, FNI3, FNI4,
FNI5, FNI6, FNI7, FNI8, FNI9, FNI10, FNI11, FNI12, FNI13, FNI14,
FNI15 e FNI16. Nas TABELAS 31 e 32 pode-se observar a composigdo das

formulag¢des estudadas.
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4.2.4.3. ANALISE DAS FORMULACOES

42431 ANALISE SENSORIAL

Apés 48 horas da manipulagdo todas as formulagdes foram
analisadas quanto aos aspectos sensoriais. Foram determinados o aspecto,
brilho, espalhabilidade, cor e odor das formulagées desenvolvidas, os
quais representam propriedades fisicas e organolépticas importantes

para a aceitabilidade e manutengdo da estabilidade do produto.

4.2.43.2 DETERMINACAO DO TIPO DE EMULSAO

Para determinagdo do tipo de emulsdo desenvolvida empregou-se o
método dos corantes (PRISTA ET AL, 1981). Utilizou-se como corante

lipéfilo 0 Sudam IIT e como corante hidréfilo o verde de malaquita.

Em uma lamina de microscopia colocou-se uma gota do corante e
uma a mesma quantidade da formulagdo. Observou-se em microscépio a

coloragdo desenvolvida pela formulagdo.

4.2.4.3.3. DETERMINACAO DO pH

O pH das formula¢des foi determinado utilizando-se peagémetro
Digimed modelo DM 20. Apés 48 horas do preparo as amostras foram

diluidas na proporgdo de 1:10 em dgua destilada e procedeu-se a leitura &

temperatura ambiente. . BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paulo
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Nota da BCQ: No impresso, ndo consta a pagina 112.
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5.2.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O cromatograma do extrato teste de Calendula officinalis L.
obtido por andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia pode ser

visualizado na FIGURA 17.
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CondigBes: Modo de eluigdo - Isocrdtico; Fase A (0,5% de Acido trifluoroacético
em H;0) - 85,0% e Fase B (0,05% de Acido trifluoroacético em acetonitrila) -
15,0%: Coluna - Novapak Waters C ;s, 4um; Fluxo de ImL/ minuto; Detecgdo em
254nm e volume injetado de 20,0ul

FI6URA 17 - Cromatograma por CLAE do extrato teste de Calendula

officinalis L.



Resultados 120

5.3. DOSEAMENTO ESPECTROFOTMETRICO DE FLAVONOIDES

TOTAIS

5.3.1. VALIDACAO DO METODO

Foram validados os pardmetros espectro de absorgdo, curva de
calibragdo, estabilidade da reagdo reprodutibilidade do método e
recuperagdo, utilizando-se como padrdo a quercetina. As FIGURAS 15 E 16

e as TABELAS 18 E 19 apresentam os resultados obtidos.
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H5.4.3.2. ANALISE INFERENCIAL

A andlise inferencial foi realizada pela andlise de varidncia (Anova)
com teste de comparagdes de entre os quatro grupos - controle, teste

branco e padrdo, sendo considerados significatives os resultados com nive!

de significancia (a= 5%)

Os resultados inferenciais obtidos da andlise dos valores do teste de
MTT estdo descritos na TABELA 29, e os resultados inferenciais obtidos na

andlise por contagem direta estdo descritos na TABELA 30









Nota da BCQ: No impresso, a numeragao de paginas se repetem.
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5.6.5. DETERMINACAC DO COMPORTAMENTO REOLOGICO E VISCOSIDADE

Resultados das determinagdes reolégicas e de viscosidade

destas preparagdes podem ser visualizados nas FI6URAS 53 A 56 e

na TABELA 39.
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FI6URA 53 - Representagdo grdfica do comportamento reoldgico da

formulagdo FI8 no TO (48 horas) apds a manipulagdo.
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Fi6URA 54 - Representagdo grdfica do comportamento reoldgico da

formulacdo FI16 no TO (48 horas) apds a manipulagdo.
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Comportamento reoldgico FNI1
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FIGURA 55 - Representagdo grdfica do comportamento reolégico da

formulagdo FNI1 no TO (48 horas) apds a manipulagdo.
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F16URA 56 - Representacdio grdfica do comportamento reolégico da

formulagdo FNI9 no TO (48 horas) apés a manipulagdo.
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A preparacdo do extrato padronizado teve como principal objetivo a
quantificacdo e o estudo dos flavondides, citados na literatura como um dos
principais grupos responsdveis pela acdo farmacolégica da calendula. A droga foi
seca, devido as alteragdes fisicas, quimicas e microbiolégicas ocorrerem com maior
facilidade no meio liquido do que no produto seco e estabilizada pelo calor, onde
estdo reduzidas as reacdes enzimdticas, oxidacGes e hidrélise (LISTET AL, 1989). A
andlise fitoquimica e a comparagdo com o extrato padronizado da mesma espécie
obtido na Europa indicou diferengas qualitativas entre os extratos. A reagdo para
identificagdo dos glicosideos cardiotdnicos no extrato teste se mostrou efetiva
(reagdo de Lieberman Burchard), embora esta ndo seja especifica para o este
grupo (TABELA 13). Da mesma forma algumas reagdes para identificagdo do grupo
de taninos no extrato teste apresentaram resultado fortemente positivo (reagdo
com acetato de chumbo) enquanto o extrato padrdo apresentou resultado negativo.
Pela reagdo com acetato de cobre a 3,0% os dois extratos apresentaram o mesmo
perfil (TABELA 14), entretanto essas reagdes ndo sdo especificas para o grupo de

taninos.

Para o grupo dos flavondides os dois extratos apresentaram perfil
semelhante, com rea¢des fortemente positivas para todos os reagentes testados
(TABELA 15). A caracterizacdo do extrato teste por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) apresentou perfil bastante semelhante ao relatado por OLIVIER
ET AL (1991) em trabalho desenvolvido para andlise de flavondides da espécie,
podendo-se constatar que os mesmos se encontram acoplados a uma molécula de
acticar (FIGURA 17). Trabalhos futuros procurardo identificar os componentes
correspondentes a cada um dos picos evidenciados, comparando-os a padrdes

especificos.
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espectrofotometria no visivel. A validagdo do método nos forneceu parémetros

como sensibilidade, reprodutibilidade e linearidade (TABELA 19).

O espectro de absorgdo do extrato teste mostrou um pico de absorcdo
a 410nm, sendo a leitura para doseamento realizada nesse comprimento de onda. O
cdlculo da quantidade de flavondides totais foi realizado utilizando-se a equagdo
Y=0,0868X-0,0572, obtida pela reta de calibragdo da quercetina. Obteve-se entdo
a concentragdo de 3,03% de flavondides totais em quercetina para o extrato teste
e 1,60% para o extrato padrdo (TAgeLA 20). Novamente percebe-se diferencas
significativas entre os dois extratos e a necessidade de se estabelecer as

substdncias marcadoras e as concentragdes farmacologicamente ativas.

A cicatrizagdo é um processo fisiolédgico e quando ndo ocorre de forma
correta pode ocasionar vdrias complicagdes. Assim a utilizagdo de agentes que
influenciam nesse processo muitas vezes € indicada, principalmente quando
encontram-se associadas algumas doengcas como diabetes, condigoes
imunosupressoras, isquemia, envelhecimento, infe¢do local e danos teciduais
provocados por queimaduras (SHUKLA ET AL, 1999). A selegdo da espécie vegetal
estudada baseou-se no uso popular da mesma como cicatrizante e calmante da pele
e que tem sua agdo difundida em produtos dermatoldgicos e cosméticos, embora
ndo tenham ainda sido esclarecidas as atividades farmacoldgicas relatadas pelo uso

e medicina popular,

A andlise por MTT [3-(45-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolium
bromida] permite a determina¢do da atividade mitocondrial celular. O composto
quimico é clivado a formazano pelo sistema enzimdtico succinato-tetrazolium

redutase, que faz parte da cadeia respiratéria mitocondrial ativa em células vivas,
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que € medido indiretamente por andlise colorimétrica. (THANG ET AL, 2001). Dessa
forma através deste teste pode-se avaliar a influéncia do extrato no metabolismo
celular que poderd acarretar em uma atividade cicatrizante mais efetiva. A andlise
descritiva dos dados obtidos pela medida de absorbéncia da reagdo com MTT, nos
mostrou que apés o teste de vdrias concentracdes dos extratos existe uma
diminuigdo das médias de leituras em fungdo do aumento da concentracdo do
extrato. Descritivamente as menores quantidades - de 2,0ul/mL a 8,0ul/mL -
possuem medidas médias maiores, sendo maiores as absorbdncias encontradas no
extrato teste, seguindo-se o extrato padrdo e o branco. Observa-se que com
aumento da concentragdo encontram-se leituras menores, o que indica uma menor
atividade celular (FIGURAS 20 A 26). A andlise inferencial nos mostra que para as
concentragdes mais baixas (2,0, 40 e 60ul/mL de extratos) encontram-se
diferencas considerdveis com valores de p, de 0,018, 0020 e 0,049
respectivamente (TABELA 29). Esses valores sdo significativos quando compara-se o

extrato teste e branco e o extrato teste e o controle.

A contagem direta do nimero de células objetivou, além da andlise da
influéncia do extrato no valor numérico de células, a observacdo da morfologia das
mesmas. Esses estudos permitiram esclarecer se a espécie estudada apresenta a
relatada atividade cicatrizante devido a aumento direto do nimero de células no
local do trauma. A andlise descritiva dos dados obtidos pela contagem direta do
nimero de células apés o teste de vdrias concentragdes dos extratos nos mostra
que o extrato padrdo tem as menores medidas. O extrato teste apresenta as
maiores médias do nimero de células, os resultados sdo dependentes das
concentracdes utilizadas. Assim, quanto maior a concentragdo das substancias

testadas menores os valores médios do nimero de células (FI6UrRAS 27 A 33).
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cosméticas e dermatolégicas e fornece emulsdes de caracteristicas anidnicas que
sdo estdveis a incorporacdo de uma grande gama de principios ativos. A cera
polybase® fornece emulsdes de cardter ndo idnico que sdo menos irritantes para
pele porém mais sujeitas a reagdes de instabilidade. O élcool cetilico e o éleo
mineral sdo utilizados como substédncias emolientes para a pele e que fornecem ds
formulagdes caracteristicas de melhor espalhabilidade, britho e consisténcia,

tornando-as, dessa forma, mais aceitdveis para o consumidor/paciente.

As concentragdes do extrato de calendula utilizadas foram definidas
com base no uso popular do mesmo, na andlise de vérias formulagdes existentes no
mercado, e na sua eficdcia e seguranga, fator primordial quando se trata da

incorporagdo de ativos.

O desenvolvimento das formulagSes iniciou-se com a caracterizagdo
térmica das matérias primas a serem utilizadas. Empregou-se esta técnica devido a
sua grande aplicabilidade na determinagdo da pureza de materiais, no controle de
qualidade e influéncia da variagdo de temperatura (CANOTILHO ET AL, 1992). Como a
técnica de fabricagdo empregada na fabricagdo de sistemas emulsivos envolve
aumento de temperatura dos componentes, a caracterizagdo dos mesmos por
andlise térmica se torna (til, pela possibilidade de prever reagdes de instabilidade

que possam ser influenciadas por esse fator.

Na andlise térmica do dlcool cetilico (FI6URA 46), a curva DSC mostrou
dois eventos envolvendo variagdo de entalpia, sendo o primeiro endotérmico, na
temperatura de pico de 49°C (AH = 258 J/g), referente & fusdo. O segundo pico,
+ambém endotérmico, caracteriza a volatilizagdo do dlcool cetilico. Esses dados sdo

corroborados pelas curvas TG/DTG onde pode-se observar evento de perda de
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massa na temperatura onset de 172°C, com perda de massa total (Am = 99,5%).
Como a fusdo é um evento que ndo envolve variagdo de massa, ndo se pode observar

0s mesmos nas curvas T6/DT6.

Na andlise da cera Lanette ® (FI6URA 47) a curva DSC mostra um evento
envolvendo variagdio de entalpia de caracteristica endotérmica na temperatura de
pico de 41,8°C (AH = 165 J/g) que se refere a fusdo do material. O segundo pico
exotérmico caracteriza a volatilizacdo da cera Lanette ®. Na curva T6/DTG pode-
se constatar a perda inicial de massa, relativa a dgua superficial (Am = 1,88%). A

perda de massa restante (Am = 96,9%) se da a 410°C.

No estudo térmico da cera polibase® (FIGURA 48) a curva DSC
apresenta dois eventos envolvendo variagdo de entalpia com perda de dgua a 37,7°C
e a fusdo a 50,6°C, A curva TG/DTG representa a decomposicdo do material que
ocorre em trés etapas. A primeira etapa com perda de dgua superficial de 1,50%, a
decomposigdo de massa na segunda etapa com Am = 78,9% a 184,5°C e a terceira
etapa com perda de material carbondceo (Am = 17,8%) a 249,8°C. A vaselina liquida
foi caracterizada termicamente pela curva TG, e observa-se que ndo hd perda de

dgua superficial; a perda de 100,0% de massa inicia-se a 158,8°C (FIGURA 49).

A andlise térmica da droga utilizada foi realizada no pé das
inflorescéncias e nos extratos teste e padrdo. O estudo comparativo dos grdficos
térmicos destas formas nos mostra a suma importdncia do processo extrativo, pois
percebe-se nos grdficos do pé e do extrato perfis semelhantes, embora com
melhor definicdo de alguns picos e perda de outros (FI6URAs 50 E 51). No extrato
liofilizado a curva DSC mostra vdrios eventos envolvendo variacdo de entalpiq,

sendo os mais significativos: um primeiro endotérmico na temperatura de pico de
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essa propriedade (FI4, FIB). A associacdo de Sleo mineral, em qualquer das
concentracoes estudadas ndo modificou essa caracteristica. A associacdo do
extrato de calendula ndo influenciou essa caracteristica, pois observa-se, na
TABELA 33, que a adicdo da concentracdo minima ou mdxima do extrato ndo
alterou significativamente as caracteristicas de brilho das formula¢des

similares em relagdo aos demais componentes.

Quanto A espalhabilidade pode-se perceber que quando se associa as
concentragdes mdéximas dos componentes dlcool cetilico, Lanette N® e éleo
mineral essa caracteristica é afetada, resultando em formulacdes com baixa
espalhabilidade FI8, FI12 e FI16, correspondendo aos cremes. O extrato de
calendula ndo influenciou nesse aspecto, j& que mesmo com adi¢gdo da
concentragdes minimas e mdximas esse comportamento ndo se modificou

(TABELA 33).

As formulagdes obtidas com a cera ndo idnica (polybase®) apresentaram-
se mais consistentes que as idnicas. A associagdo das concentragdes mdximas
de polybase® com as concentracdes minimas de outros componentes levou a
obtengdo de formulagSes tipo creme e com a associagdo mdxima dos outros
componentes foram obtidas formulagdes tipo emulsdes consistentes ou
pomadas. A presenga do extrato vegetal da concentracdo mdxima (10,0%)
modificou essa caracteristica, levando & obtencdo de formulagdo tipo creme

consistente ( FNI16) (TABELA 34),

Quanto ao aspecto brilho percebe-se que com altas concentra¢des da
cera polybase® ocorre perda dessa caracteristica, o que ndo ocorre com a

adicdo do extrato vegetal. A associagdo de concentracdes mdaximas de dlcool
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cetilico e éleo mineral mesmo em formulacdes com baixa concentracdo de

polybase® também provoca perda nesse aspecto (TABELA 34).

A espalhabilidade dessas formulagées também se mostrou altamente
influenciada pela concentragdo da cera polybase® presente, assim as
formulagcdes com menor concentracdo da mesma apresentaram melhor
espalthabilidade. A associagdo da concentragdo maxima do dlcool cetilico,
mesmo com as concentra¢des minimas da cera polybase®, também proporciona
perda da espalhabilidade da formulagdo. A adigdo das concentracdes mdximas

e minimas do extrato ndo se mostrou influente nesse aspecto (TABELA 34).

O valor de pH das emulsdes idnicas e ndo idnicas foi influenciado pelo
tipo de cera utilizada, ndo percebendo-se a influéncia das concentragdes
mdximas e minimas dos componentes utilizados. Todas as formulagdes
desenvolvidas apresentaram pH compativel para serem utilizadas na pele

(TABELAS 35 E 36).

Quando analisa-se a estabilidade das formulagdes idnicas apds
centrifugagdo (TABELA 37), percebe-se que a presenca de concentragdes
minimas ou mdximas de todos os componentes, associados em uma mesma
formulacdo, leva a obtengdo de formulagdes mais estdveis, enquanto que a
associacdo de concentra¢des minimas do emulsificante com a mdxima de outros
componentes leva d obtencdo de formulagUes instdveis. Entretanto em algumas
formulacdes a presenga da concentragdo mdxima do dlcool cetilico pode atuar
como co-emulsificante, colaborando para a estabilidade das mesmas. O

extrato de calendula ndo se mostrou influente nesse aspecto (TABELA 37).
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dependente das matérias primas utilizadas, Em nossos estudos a cera lanette
N® apresentou essas propriedades, o que pode ser visualizado nos reogramas

correspondentes ds emulsSes idnicas, nas FIGURAS 53 E 54.

Quando analisa-se a viscosidade das formulagSes (TABELA 39) percebe-
se ligeiro aumento nos valores pela adigdo do extrato em maiores
concentragdes. Isto pode indicar rearranjo na estrutura em fungdo da
presenca do componentes do extrato vegetal. Apés permanéncia sob
temperaturas controladas por perfodos de até 60 dias, observa-se a
manutengdo dos niveis dos valores da viscosidade, exceto quando a presenga
prolongada (60 dias) a 45°C possa ter provocado perda da fase aquosa por

evaporagdo.

Os estudos de estabilidade acelerada das formulagdes apresentaram
dados importantes a respeito da conserva¢do das mesmas. A permanéncia das
formulagdes & temperatura de 10°C mostrou que somente a formulagdo FNI9
sofreu alteragdo significativa em suas caracteristicas sensoriais (TABELA 40).
d temperatura ambiente essas caracteristicas ndo foram alteradas (TABELA
41), porém apés permanéncia a 45°C observaram-se alteragdes nas
caracteristicas de brilho e espalhabilidade das formulagdes preparadas com

cera idnica (TABELA 42).

O estudo de estabilidade fisica por centrifuga¢do apés estresse
térmico mostrou que aquelas formulagdes elaboradas com cera idnica se
mostraram instdveis apés permanéncia de 30 dias a temperatura de 45°C,
enquanto que formulagdio FNI9 (ndo idnica) jé apresentou separacdo de fases

apés 30 dias de exposicdo & temperatura de 10°C (TABELA 43).
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Os valores de pH apds estresse térmico permaneceram estdveis apés 60
dias de estudo, exceto quando as formulagdes foram mantidas por 30 dias a

45°C, quando houve diminui¢do nos valores de pH observados (TABELA 44).

O comportamento tixotrdpico das formulagdes ndo sofreu alteragdo
significativa apés a exposigdo as trés temperaturas, quando analisadas nos
tempos pré-estabelecidos. Quanto & viscosidade, percebe-se que a
permanéncia a 45°C levou a alteragdes nos valores iniciais (TABELA 45). Pode-se
atribuir esse fato a possivel evaporagdo da fase externa, aquosa, das

preparagoes.

Sabe-se que o tempo e a temperatura sdo fatores extrinsecos que
influenciam a estabilidade fisica das formulagdes emulsivas, e observou-se que
a inclusdo do extrato de calendula ndo influenciou significativamente nessas
caracteristicas. O estudo térmico inicial das matérias primas permitiu a
caracterizagdo detalhada a respeito da resisténcia térmica das mesmas:
isoladamente que cada um dos componentes sdo resistentes A altas
temperaturas, entretanto quando estes sdo associados, nas formulagdes, esse
perfil é alterado. Estas alteragdes devem portanto ser conhecidas e
quantificadas, especialmente porque a manutencdo da estrutura fisica das
formas emulsivas é fator decisivo para sua utilizagdo segura e eficdcia dos

principios ativos incorporados

BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sag Paulo



7.CONCLUSOES







8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS







Referéncias bibliogrdficas 196

BRESLIN, R.J.. HANNAH, LW. GERSHON, E. BARBUL, A.

Supressor cell generation during normal wound healing. J.
Surg. Res., Orlando, v. 44, p. 321-325, 1988

BRISTISH Herbal Pharmacopoeia. London: British Herbal
Medicine Association, 1983. p. 44.

BRUNETON, J. Elementos de Fitoguimica e de Farmacognosia.
Zaragosa: Editora Acribia, S. A. 1991. 594p.

CADWALLADER, D.E. Stability Testing: Its role in pre-formulation

and formulation of cosmetic products. Cosmet. & Toiletries,
Oak Park, v. 104, p. 87-102, 1989,

CALDERON, M. LAWRENCE, W.T. BANES, A. Increased
proliferation in keloid fibroblasts wounded in Vitro. J. Sur.
Res., Orlando, v. 61, p. 343-347, 1996

CANOTILHO, J. SOUSA, ATB. PINTO, JAMC. Andlise
térmica. Interesse em tecnologia farmacéutica. Rev. Port.
Farm., Lisboaq, v. XLII, n. 4, p. 5-12, 1992

CARAMICO, I.S. Garantia de qualidade na manipulagdo. Sdo
Paulo, 2003. [In Press].

CARMO, LH.A.; CARAMICO-SOARES, 1. Tecnologia farmacéutica
aplicada a produtos naturais - Avaliacdo e desenvolvimento
de formulacoes farmacéuticas contendo extrato de propolis.
Dissertagdo de mestrado. FCF/USP, 1999, 152p.

CARVALHO, P.SP; TAGLIAVINI, D6G. TAGLIAVINI, RL.
Cicatrizagdo cutdnea apds aplicagdo tdépica de creme de
caléndula e da associagdo de conferi, prépolis e mel em feridas
infectadas ~ estudo clinico e histoldgico em ratos. Rev. Cienc.
Biomed., Marilia, v. 12, p. 39-50,1991

CASLEV, JR.S. The effect of "Ungentum lymphaticum” on acute
experimental lymphedema and other high-protein edemas.
Lymphology, Stuttgart, v. 16, p. 150-5, 1983,

BidLiG cCA
Faculdade de Cigncias Faimacéulicas
Universidade de Sag Paulo






Referéncias bibliogrdficas 198

DUKES, 6. R. General considerations for stability testing of
topical pharmaceutical formulations. In: OSBORNE, D. W.;
AMANN, A. H. Topical drug delivery formulations. New York:
Marcel Dekker, 1990, p. 143-244.

EAGLE, H. Nutrition needs of mammalian celis in tissue culture.
Science, Washigton, v. 122, n. 3168, 16 September, p. 501-504,
1955

ECCLESTON, 6.M. Application of emulsion stability theories to
mobile and semisolid O/W emulsions. Cosmet. & Toiletries,
Qak Park, v. 101, p. 73-92, 1986.

ECCLESTON, G.M. Formulating cosmetic emulsions. Cosmet. &
Toiletries, Oak Park, v. 112, p. 65-71, 1997.

éCHINARD, C. Sous |'épiderme, I'derme ou comment coprendre les
cultures de peau? Amn. Chir. Plast. Esthét, Paris, v. 43, n. 2,
p. 197-205, 1998.

ECKERT, RL.. CRISH, JF. ROBINSON, N.A. The epidermal
keratinocyte as a model for the study of gene regulation and
cell differentiation. Physiol. Rev., Baltimore, v. 77, n. 2, p.
397-424,1997,

EGLSEER-ZITTERL, K. SOSA, S. JURENITSCH, 7.,
ZSILAVECZ-SCHUBERT, M.. LOGGIA, D.R. TUBARO, A.
BERTOLDI, M. FRANZ, C. Anti-oedematous activities of the
main triterpendiol esters of marigold (Calendula officinalis L.).
J. Ethnopharmacol., Lausanne, v. 57, p. 139-144, 1997.

FLEISCNHER, A.M. Plant Extracts: to accelerate healing and
reduce inflammation. Cosmet. & Toiletries, Oak Park, v. 100,
p. 45-58, 1985.

FRENKEL, M.. GARTI, N. Thermochim. Acta, Amsterdam, v. 3, p.
265-272, 1980.

FRESHNEY, I.R. Culture of animal cells: A mamnual of basic
technigue. New York: Wiley-Liss, 1994



Referéncias bibliogrdficas 199

GILLITZER, R: GOEBELER, M. Chemokines in cutaneous wound
healing. J. Leukocyte Biol., New York, v. 69, p. 513-521, 2001

GOULET, F.: POITRAS, A.: ROUABHIA, M. GERMAIN, L.: AUGER,
F.A. Stimulation of human keratinocyte proliferation through
grow factor exchanges with dermal fibroblasts in vitro. Burns,
Oxford, v. 22, n. 1, p.107-112, 1996,

GORA, J.. SWIATEK, L. KUROWSKA, A. Chemical substances
from inflorescences of Arnica montana L. and Calendula
officinalis L. soluble in isopropyl miristate and propylenic glicol.
Planta Med., Stuttgart, v. 36, n. 3, p. 286-287, 1979

GRACZA, L. Oxygen-containing terpene derivates from Calendula
officinalis. Planta Med., Stuttgart, n. 2, p. 227, 1987

GRAYER, R.J. Flavonoids.In: DEY, P.M.. HARBONE, J.B. Methods
in plant biochemistry. London: Academic Press, 1989. v, 1. Cap.
8, p. 2560-312

HARBONE, J.B. Phytochemical methods: a guide to a modern
techiniques of plant analysis. 2.ed. London: Chapman and Hall,
1991, p. 37-76.

HATA, RI.; AKAI, J. KIMURA, A. Cell position-dependent
reciprocal feedback regulation of type I collagen gene
expression in cultured human skin fibroblasts. Cel// Biol. Int.,
London, v. 22, n. 3, p. 185-191, 1998.

HAVSTEEN, B. Flavonoids, a class of natural product of high
pharmacology potency. Biochem. Pharmacol., New York, v. 32,
n.7, p.1141-1148, 1983.

HESSE, F.. WAGNER, R. Developments and improvements in the
manufacturing of human therapeutics with mammalian cell
cultures. Trends Biotechnol., Amsterdam, v. 18, n. 4, p. 173-
180, 2000



Referéncias bibliogrdficas 200

HOLLMAN, P.CH.. HERTOG, M.GL.. KATAN, M.B. Analysis and
health effects of flavonoids. Food Chem., Barking, v. 57, n. 1,
p.43-46. 1996,

HOJDEN, B.. ZARAWSKA-LAMER, E.. SWIADER, K. Studies on
usefulness of herbicides in cultivation of Calendula officinalis.
Herba Pol., Poznan, v. 36, n. 1-2, p. 19-24, 1990

IDSON, B. Stability testing of emulsions. Drug Cosmeti. Ind.,
New York, v. 152, p. 35-38/74, 1988

IDSON, B. Stability testing of emulsions. Part 2. Drug Cosmet;.
Ind., New York, v. 152, p. 38-43/72, 1993

JACKSON, BP.:. SNOWDON, DW. Atlas of microscopy of
medicinal plants, culinary herbs and spices. Boca Raton: CRC
Press, Inc. 1990. p. 154-55.

JENSEN, L.T; HOST, N.B. Collagen: scaffod for repair or
execution. Cardiovasc. Res., London, v, 33, p. 535-539, 1997

KALVATCHEV, Z.. WALDER, R.; GARZARO, D. Anti-HIV activity
of extracts from Calendula officinalis flowers. Biomed.
Pharmacother., Paris, v. 51, p. 176-180, 1997,

KIM, S.J.. LIM, MH. CHUN, TK: WON, YH., Effects of
flavonoids of &inkgo biloba on proliferation of human skin
fibroblast. Skin Pharmacol., Basel, v. 10, p. 200-205, 1997

KLEIN, K. Improving emulsion stability. Cosmet. & Toiletries, Oak
Park, v. 99, p. 121-126, 1984.

LAZARUS, 6.5.; COOPER, D.M.. KNIGHTON, D.R. MARGOLIS,
D.J.. PECORARO, RE; RODEHEAVER, G.. ROBSON, MC.
Definitions and guidelines for assessment of wounds and
evaluation of healing. Arch. Dermatol., New York, v. 130, p.
489-493, 1994,

LEE, CH.; SINGLA, A.; LEE, Y. Biomedical applications of collagen.
Int. J. Pharmac., Amsterdam, v. 221, p. 1-22, 2001






Referéncias bibliogrdficas 202

N\

MAJMUDAR, G.. SMITH, M. In vitro screening techniques in

dermatology. Cosmet. & Toiletries., Oak Park, v. 113, n. 4, p.
69-72, 1998.

MARKHAM, KR. Technigues of flavonoid identification. New
York: Academic Press. 1981. 113p.

MARTENS, MFW.C.. HUYBEN, CMLC. Collagen synthesis in
fibroblasts from human colon: regulatory aspects and
differences with skin fibroblasts. éut, London, v, 33, p. 1664-
1670, 1992

MARTINS, ER.: CASTRO, D.M.; CASTELLANI, D.C.. DIAS, JE
Plantas Medicinais. Vigosa: Imprensa Universitdria UFV. 1995,
p. 90.

MAQUART, F.X. BELLON, 6. GILLERY, P. WEGROWSKI, Y.
BOREL, J.P. Stimulation of collagen synthesis in fibroblast
cultures by a triterpene extracted from Centella asiatica.
Connect. Tissue Res., New York, v. 24, p. 107-120, 1990.

MARQUES, L.C. Fitoterapia: componente modista da "onda verde”
ou pretendente a categoria de ciéncia? Rev. Racine, Sdo Paulo,
n. 43, p. 76,1998

MAYNE, R.; BURGESON, RE. Structure and function of collagen
types. Orlando: Academic Press, 1987

MAYNE, R. BREWTON, R. New menbers of the collagen
superfamily. Curr. Opinon Cell Biol,, London, v. 5, p. 883-890,
1993, In: TEODORO, W.R. Imunogenicidade ao coldgeno tipo
V em coelhos. Tese de Doutorado, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2001, 113p.

MORGAN, S.J. Cultivo de celulas animales, Zaragosa: Acribia S.
A.1995

BIBLIOTECA
Caculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paula



Referéncias bibliogrdficas 203

MOULIN, V.. CASTILLOUX, 6.: JEAN, A.: GARREL, D.R.; AUGER,

F.A.. GERMAIN, L. In vitro models to study wound healing
fibroblasts. Burns, Oxford, v. 22, n, 5, p.359-362, 1996.

MOULIN, V. CASTILLOUX, 6. AUGER, F.A. GARREL, D.
O'CONNOR-McCOURT, M.. GERMAIN, L. Modulated response
to cytokines of human wound healing myofibroblasts
compared to dermal fibroblasts. Exp. Cell Res., v. 238, p.
283-293, 1998.

MOULIN, V.. AUGER, F.A.; GARREL, D.. GERMAIN, L. Role of
wound healing myofibroblasts on re-epithelization of human
skin. Burns, Oxford, v. 26, p. 3-12, 2000.

MOULIN, V.. PLAMOND, M. Differential expression of collagen
integrin receptor on fetal vs. adult skin fibroblasts:
implication in wound contraction during headling. 8r. J.
Dermatol., Oxford, v. 147, p. 886-892, 2002.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays.
J. Immunol, Methods. Amsterdam, v. 65, p. 55-63, 1983,

NABOUT, RE.. MARTIN, M.; REMY, J.. KERN, P.; ROBERT, L.
LAFUMA, C. Collagen synthesis and deposition in cultured
fibroblasts from subcutaneous radiation induced fibrosis,
Modification as a function of cell aging. Matrix, Stuttgart, v.
9, p. 411-420, 1989.

NAJERA, M.T.: SPEGAZZINI, E.D. Pardmetros para el control de
calidad de especias. Analitica microgrdfica de Crocus sativus L.
(Iridaceae) y sus adulterantes. II. Calendula officinalis L. e
Tagetes erecta L. (Compositae). Rev. Farm., Buenos Aires, v.
135, n. 2, p. 63-70, 1993.

NAVSARIA, H.A: MYERS, SR. LEIGH, IM. McKAY, I.A.
Culturing skin in vitro for wound therapy. Tib. Tech. March, v.
13, p. 91-100, 1995






Referéncias bibliogrdficas 205

PATRICK, K.F.M: KUMAR, S.: EDWARDSON, P.AD.; HUTCHISON,
J.J. Induction of vascularisation by a aqueous extract of the
flowers of Calendula officinalis L. the European marigold.
Phytomedicine, Jena, v. 3, n. 1, p. 11-18, 1996.

PENDIAS, AK.. PENDIAS, HK. Trace elements in soils and
plants. 2. ed. Boca Raton: CRC Press, 1985. p. 67-68

PHAN-TAN-LUU, R. MATHIEU, D. Experimental design in
emulsion and suspension formulation: Theorical aspects. In:
NIELLOUD, F.. MARTI-MESTRES, G. Pharmaceutical emulsions
and suspensions. New York: Marcel Dekker Inc., cap. 14. p. 465-
532, 2000.

S PIETTA, P; BRUNO, A. MAURI, P; RAVA, A. Separation of
flavonol-2-O-glycosides from Calendula officinalis and Sambucus
nigra by high-performance liquid and micellar electrokinetic
caplary chromatography. J. Chromatogr., New York, v. 593, p.
165-170, 1992.

PRISTA, LN. ALVES, AC. MORGADO, RMR. Técnica
farmacéutica e farmdcia galénica. Lisboa: Fundagdo Calouste
Gulbenkian, Volumes I, IT e ITI, 1981,

PROCKOP, D.J.; KIVIRIKKO, KI. Collagens: Molecular biology,
diseases, and protencials for therapy [review). Anmu. Rev.
Biochem., Palo Alto, v. 64, p. 403, 1995

PRUNIERAS, M. DELESCLUSE, C.. REGNER, M. The culture of
skin:. A review of theories and experimental methods. J.
Invest. Dermatol., Malden, v. 67, n.1, p. 58-65, 1976.

PRUNIERAS, M. REGNER, M. WOODLEY, D. Methods for
cultivation of keratinocytes with an air-liquid interface. J.
Invest. Dermatol., Maldenv. 81, n. 1, p. 28s-33s, 1983.

QUACK, J.M.: RENG, A. K. SKRYPZAK, W. Testing the stability of
cosmetics emulsions. Cosme?t. & Toiletries, Oak Park, v. 91, p.
21-36, 1976. '



Referéncias bibliogrdficas 206

QUETIN-LECLERCQ), J.. ELIAS, R.; BALANSARD, 6.; BASSLEER,
R.; ANGENOT, L. Cytotoxic activity of some triterpenocid
saponins. Planta Med. Stuttgart, v. 58, p. 279-281, 1992,

RIEGER, M.M. The predictive determination of emulsion stability.
Cosmet. & Toiletries, Oak Park, v. 97, p. 27-31, 1982.

RIEGER, M.M. Stability testing of macroemulsions. Cosmet. &
Toiletries, Oak Park, v, 106, p. 59-69, 1991,

RILEY, P.A. Molecules in focus: Melanin. Int. J. Biochem. cCell.
Biol, Oxford, v. 29, n. 11, p. 1235-1239, 1997

ROBISON, T. The organic constituents of higher plants. 6. ed.
Massachuts: Cordus Press, 1991, p. 178-217

ROGUET, R SCHAEFER, H. Overview of In vitro cell culture
technologies and pharmaco-toxicological applications. Toxicol.
In Vitro, Oxford, v. 11, 591-599, 1997.

SAI, PK. BABU, M. Collagen based dressings - a review. Burns,
Oxford, v. 26, p. 54-62, 2000.

SALLE, JL.O. O totum em fitoterapia. Sdo Paulo: Robe Editorial.
1996. p. 116.

SCHUELER, R.; ROMANOWSKI, P. Estabilidade: Testar ou ndo
testar. Cosmet. & Toiletries (Edicdo em Portugués), Sdo
Paulo, v. 5, p. 35-38, 1993.

SCHWARTZ, J.B. Optimization techniques in product formulation.
J. Soc. Cosmet. Chem., New York, v.32, p. 287-301, 1981,

SHUKLA, A.. RASIK, AM. JAIN, 6K SHANKAR,. R.
KULSHRESTHA, D.K.. DHAWAN, B.N. In vitro and in vivo wound
healing activity of asiaticoside isolated from Centella asiatica.
J. Ethnopharmacol., Lausanne, v. 65, p. 1-11, 1999











