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RESUMO

Devido a grande difusdo e utilizacdo de plantas medicinais, as inddstrias vém
fabricando produtos a base de espécies vegetais, como extratos e tinturas, que séo
utilizados principalmente por farmacia com manipulacdo. No entanto, séo
guestionaveis a garantia para a grande maioria destes produtos, quanto a sua
eficacia, seguranca e qualidade, podendo trazer riscos a saude do usuario. Assim,
torna-se importante a realizacdo do controle de qualidade para produtos
fitoterapicos, de acordo com a legislacao vigente. A formulacdo que deu origem a
pesquisa € um gel de carbopol contendo tintura de Arnica montana L e extrato de
Aesculus hippocastanum L. O presente estudo objetivou a obtencédo e
caracterizacdo da formulacdo citada e validar o emprego de metodologias da
tecnologia farmacéutica por meio da realizacdo da padronizagcdo do extrato de
Aesculus hippocastanum L e da tintura de Arnica montana L, Para a avaliacdo
fisioquimica foram realizados: O controle microbiolégico, a caracterizacéao
organolépticas, determinacdo de pH, densidade, residuo seco, perda por
dessecacdo, determinagcdo do teor de solidos, comportamento reoldgico,
concentracédo, liofilizacdo e prospecgdo quimica dos insumos vegetais . Para a
analise fitoquimica foi realizada Cromatografia em Camada Delgada da tintura de
Arnica (CCD) e Cromatografia Em Camada Delgada Comparativa (CCDC) do extrato
de Aesculus, Infravermelho e Analise Térmica tanto dos extratos como da

formulacéo.

Para as caracterizacOes fisico-quimica e validacdo dos Laudos de Andlise dos
fornecedores das duas espécies vegetais os resultados encontram-se dentro dos
parametros estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira V& Ed. O controle
micrébioldgico foi para comprovar a auséncia de microorganismos patogénicos, 0s
resultados indicaram auséncia de mico-organismos, pois a contaminacdo microbiana
dos insumos pode alterar a estabilidade do produto final e ainda caracterizar risco de
infeccdo ao usuario. A prospeccao quimica das espécies vegetais, foi para identificar
metabdlitos secundarios relevantes, no caso do A. hippocastanum indicou a
presenca de saponinas, representada pela escina que € a responsavel pela

atividade farmacologica, foi um indicio importante para a certificacdo da



autenticidade da matéria prima em estudo. A viscosidade dos insumos vegetais e da
formulacdo foram determinadas através do Redmetro de Brookfield, os extratos
apresentaram comportamento de fluido Newtoniano e a formulacdo apresentou um
comportamento pseudo plastico. O resultado da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), auxiliou na identificacdo da amostra e possiveis adulteracdes que poderiam
ter ocorrido, assim como a CCDC serviu para demonstrar a seletividade do método,
pois identificou a presenca da escina, substéncia responsavel pela acao
farmacoldgica da Castanha da india. Na validacdo da tintura de Arnica montana L.,
por CLAE foi detectado a presenca da rutina na amostra in natura com o tempo de
retencdo 10,84 min. As andlises de infravermelho realizadas nas espécies vegetais,
foram obserdas bandas que podem indicar a presenca dos principais marcadores
quimicos, no caso da arnica indicou a presenca da rutina, e a presenca da escina no
extrato de castanha da india. Na andlise térmica TG/DTA, podemos dizer que o
primeiro evento de decomposicdo para as amostras ocorreu até 150° C, que
corresponde a perda de massa, os valores obtidos foram 6,5 e 8 % para a castanha
da india e arnica respectivamente. Todos os resultados foram de relevancia para a
caracterizacdo e controle de qualidade, servindo de parametro para a padronizacéo
do extrato e da tintura, as informacdes obtidas serviu também para a certificacdo de
um dos fornecedores de extratos e tinturas para as farmacias de manipulacdo em

Belém.

Palavras-chave : Arnica montana L.; Aesculus hippocastanum L.; Controle de

gualidade.



ABSTRACT

Because of the wide dissemination and use of medicinal plants, industries are
producing products based on plant species, such as extracts and tinctures, which are
mainly used by pharmacy with handling. However, it is questionable collateral for the
vast majority of these products as to their efficacy, safety and quality, and may bring
risks to the user's health. So, it is important to perform quality control for herbal
products, according to current legislation. The formulation that gave rise to the
research is a carbopol gel containing Arnica montana L dye and Aesculus
hippocastanum L extract. The present study aimed at obtaining and characterization
of said formulation and validate the use of methods of pharmaceutical technology by
performing the standardization of Aesculus hippocastanum L extract and Arnica
montana L dye, to the physio-chemical evaluation were performed: microbiological
control, organo-leptical characterization, determination of pH, density, dry, loss on
drying, determine the level solids, rheological behavior, concentration, lyophilization
and chemical prospecting of plant inputs. For the phytochemical analysis was
performed Thin Layer Chromatography of Arnica tincture (TLC) and Thin Layer
Chromatography In Comparative (TLCC) Aesculus extract, Infrared and Thermal

Analysis of both extracts as the formulation.

For physicochemical characterization and validation of analysis Reports of the two
plant species suppliers the results are within the parameters established by the
Brazilian Pharmacopoeia Fifth Ed. The microbiologic control was to prove the
absence of pathogenic microorganisms, the results indicated microorganisms
absence of, for microbial contamination of the inputs can change the stability of the
final product and further characterize risk of infection to the user. The chemical
prospecting of plant species, was to identify relevant secondary metabolites, in the
case of A. hippocastanum indicated the presence of saponins, represented by escin
which is responsible for the pharmacological activity, was an important clue to the
certification of the authenticity of the raw material in study. The viscosity of vegetable
raw materials and formulation were determined by the rheometer of Brookfield, the
extracts showed fluid behavior and Newtonian formulation showed a pseudo plastic

behavior. The result of the Thin Layer Chromatography (TLC), assisted in the



identification of the sample and possible tampering that could have occurred as well
as the TLCC served to demonstrate the selectivity of the method as identified the
presence of aescin, substance responsible for pharmacological activity Chestnut
from India. In the validation of Arnica montana L. dye, it was detected by HPLC the
presence of the rutin in the sample in nature with retention time 10.84 min. The
infrared analyzes the plant species were observerd bands that may indicate the
presence of the major chemical markers in the case Arnica indicated the presence of
the rutin and escin in the presence of horse chestnut extract. In the thermal analysis
TG / DTA, we can say that the first decomposition event occurred for the samples to
150 ° C, corresponding to weight loss, the values were 6.5 and 8% for the chestnut
and arnica respectively. All results were significant for the characterization and
quality control, used as benchmark for the standardization of the extract and tincture,
the information obtained was also used for the certification of suppliers of extracts

and tinctures for drugstores in Belém.

Keywords: Arnica montana L.; Aesculus hippocastanum L.; Quality control.
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1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA

A descricdo da utilizacao de plantas brasileiras para fins medicinais é relatada
desde a época da coloniza¢do por exploradores europeus, através da observacao
do uso dos vegetais pelos indios. Atualmente, a utilizacdo de plantas medicinais e
produtos fitoterapicos estdo em expansdo no Brasil e no mundo, 0 que tem
impulsionado as industrias farmacéuticas e também o governo federal a investir em
pesquisa, na forma de incentivos através das politicas publicas para uso racional
destes produtos, pois a oportunidade para produtos com possivel utilizacdo
econdmica aumenta com a diversidade das espécies (BRANDAO, 2006).

Com isso, ha a necessidade cada vez maior de estabelecer parametros de
gualidade destes produtos, o que implica em um controle de qualidade desde a
matéria-prima vegetal, do produto intermediario até a obtenc&o do produto final. O
insumo vegetal e os excipientes utilizados devem ser compativeis entre si e com a
via de administracdo e o produto cosmeético ou farmacéutico deve ser produzido de
acordo com as medidas adequadas de controle de qualidade, acondicionados em
recipientes que contribuam para a estabilidade e armazenado sob condi¢cbes que
garantam prazo maximo de validade (BRUNETON, 1991).

Assim, os estudos de estabilidade de produtos fitoterapicos, cosméticos e
farmacéuticos, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
fornecem informagdes que indicam o grau de estabilidade relativa de um produto
nas condicdes diversas de exposicdo a que possa estar sujeito, até o encerramento
de seu prazo de validade. Eles geram subsidios para a orientacdo nos estudos de
desenvolvimento, como: na escolha dos componentes da formulacdo e do material
de acondicionamento adequado, na forma de apresentacdo, nos materiais de
embalagem e na confirmacéo do prazo de validade estimado (BRASIL, 2004).

Segundo a ANVISA, ao se considerar que cada componente, ativo ou néo,
pode afetar a estabilidade de um produto, varidveis relacionadas a formulagéo, ao
processo de fabricagcdo, ao material de acondicionamento e as condi¢gdes ambientais
e de transporte também influenciam na estabilidade desse produto. Essas variaveis
podem ser. de carater extrinseco, como tempo, temperatura, luz e oxigénio,

umidade, material de acondicionamento, microrganismos e vibracdo; e de carater
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intrinseco, como incompatibilidades fisicas e quimicas, pH, reacdes de hidrdlise
etc.(BRASIL, 2006).

O desenvolvimento e o controle de qualidade dos medicamentos fitoterapicos
obedecem aos mesmos rigores dos medicamentos convencionais. A Resolucao da
Diretoria Colegiada n° 26, de 13 de maio de 2014, estabelece os requisitos minimos
para o registro de medicamentos fitoterapicos (MF) e o registro e a notificacdo de
Produtos Tradicionais Fitoterapicos (PTF). Essa norma também se aplica a produtos
que sejam constituidos de fungos multicelulares e algas como Insumos
Farmacéuticos Ativos (IFA). A principal diferenca entre os fitoterapicos € que o MF
comprova sua seguranca e eficacia por estudos clinicos, enquanto o PTF comprova
sua efetividade pela demonstracdo do tempo de uso na literatura técnico-cientifica.
Para serem disponibilizadas ao consumo, tanto o MF quanto o PTF terdo que
apresentar requisitos semelhantes de qualidade (BRASIL, 2014)

Dessa maneira, a qualidade deve ser alcancada mediante o controle das
matérias-primas, do produto acabado, materiais de embalagem, formulacdo
farmacéutica e, especialmente, pela realizacdo de estudos de estabilidade. Essas
exigéncias dos 6rgédos reguladores € um fator de seguranca imprescindivel a saude
dos usuérios de fitoterapicos (BRASIL, 2000).

Assim, em virtude da importancia da Arnica montana L. e do Aesculus
hippocastanum L, como plantas medicinais utilizadas extensivamente na medicina
tradicional e oficial, tornam-se imprescindiveis estudos relevantes para o controle de
qualidade e o estabelecimento de metodologias para o desenvolvimento tecnolégico
de seus derivados fitoterapicos.

Desse modo, o presente trabalho tem como finalidade obter e caracterizar
uma formulacdo semissolida contendo tintura e extrato padronizados de Arnica

montana L. e Aesculus hippocastanum L.
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2.1 Politicas Publicas

Um medicamento fitoterapico € aquele alcancado de plantas medicinais,
onde utiliza-se exclusivamente derivados de droga vegetal tais como: suco, cera,
exsudato, Oleo, extrato, tintura, entre outros. Os fitoterapicos sao geralmente
constituidos por extratos, no qual as substancias ativas encontram-se
acompanhadas pelos outros constituintes quimicos da planta. Os extratos podem se
apresentar sob a forma liquida (tinturas, extratos fluidos), sdlido (extratos secos) ou
preparacdes viscosas (extratos moles). A utilizacdo de plantas medicinais e a
fitoterapia encontra-se em expansao em todo o mundo, consistindo em um mercado
bastante promissor (ANVISA, 2006).

Por sua vez, a fitoterapia foi um tema amplamente discutido na Conferéncia
Nacional de Saude realizada em Brasilia em setembro 1996. Esta prevé que 0s
gestores do Sistema Unico de Saude (SUS) devam estimular e apoiar pesquisas que
analisem a efetividade das préticas populares alternativas em Saude, como o uso de
fitoterapicos, realizadas em parceria com universidades publicas e com o apoio de
agéncias oficiais de fomento a pesquisa. Também prevé que as Secretarias
Municipais de Saude, com a colaboracao técnica e financeira do Ministério da Saude
e das Secretarias Estaduais de Saude, devam incorporar a fitoterapia no SUS,
auxiliando na garantia da Atencdo Integral a Saude em bairros, povoados,
municipios pequenos e na zona rural (BRASIL, 1996).

Para Ferreira (1998), apesar da riqueza da flora brasileira e da ampla
utilizacdo de plantas medicinais pela populagéo, existe o consenso da insuficiéncia
de estudos cientificos acerca do assunto. Portanto, torna-se necessario estimular a
realizacdo desses estudos, tendo em vista a importancia dos seus resultados tanto
individuais como sociais. Para atender as recomendac¢des da OMS, Matos (2000)
propde, numa primeira abordagem, a associacdo do trabalho de validacdo das
propriedades medicinais, baseado na analise das formas de conhecimento empirico
e cientifico. Isso possibilita, direta ou indiretamente, o uso adequado das plantas
medicinais quer diretamente pelo usuario ou pela aplicacdo da tecnologia adequada
a sua transformacédo em produtos fitoterapicos (RODRIGUES, 2006).

No ambito das Politicas Publicas, estdo vigentes, desde 2006, a Politica

Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS e a Politica
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Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos - PNPMF, por meio da Portaria
971/06 e do Decreto 5.813/06, respectivamente. Em dezembro de 2008, foi
publicada a Portaria n° 2.960, que aprovou o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. O primeiro objetivo do programa é construir e aperfeicoar 0 marco
regulatério em todas as etapas da cadeia produtiva de plantas medicinais e
fitoterapicos, a partir dos modelos e experiéncias existentes no Brasil e em outros
paises (BRASIL, 2006).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, (PNPMF),
estabelece diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de acdes pelos
diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos em nosso pais, ao
desenvolvimento de tecnologias e inovacgdes, assim como ao fortalecimento das
cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade e ao
desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

De acordo com a Politica Nacional de Praticas Interativas e Complementares,
(PNPIC) para tornar disponiveis plantas medicinais e/ou fitoterapicos nas unidades

de saude, foram estabelecidas as seguintes diretrizes:

» Estabelecimento de politicas de financiamento para o desenvolvimento de
acOes voltadas a implantacdo das plantas medicinais e da fitoterapia no SUS.

» Incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais e fitoterapicos,
priorizando a biodiversidade do pais.

» Promocéao do uso racional de plantas medicinais e dos fitoterapicos no SUS.

» Elaboracdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e da Relagéo
Nacional dos Fitoterapicos.

» Garantia do acesso a plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do SUS.

» Formacao e educacdo permanente dos profissionais de salde em plantas
medicinais e fitoterapia.

» Cumprimento dos critérios de qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranca no
uso.

» Acompanhamento e avaliagcdo da insercdo e implementacdo das plantas
medicinais e fitoterapia no SUS. (BRASIL, 2006).
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2.2 Medicamentos Fitoterapicos

Desde 1995, o Ministério da Saude vém instituindo uma série de normas com
0 objetivo de organizar a producdo dos medicamentos fitoterapicos comercializados
no pais. Para se obter os registros de comercializacdo junto a ANVISA, as empresas
produtoras precisam cumprir uma série de procedimentos, indispensaveis para a
preparacao dos produtos dentro de padrdes de qualidade.

Normas Vigentes: A resolucdo que esta em vigor atualmente a RDC n° 26, de
2014: Dispde sobre o registro e renovacéao de registro de medicamentos fitoterapicos
e 0 registro e renovacédo de registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico.
RE n° 90, de 16/03/2004: Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica
de fitoterapicos. IN n°® 5, de 1/12/2008: Lista de medicamentos fitoterapicos de
registro simplificado. IN n°® 5, de 31/03/2010: Lista de referéncias bibliograficas para
avaliagdo de seguranca e eficacia de Fitoterapicos. RDC n° 47, de 08/09/2009:
Regras para bulas de medicamentos. RDC n® 71, de 2/12/2009: Regras para
embalagens. Guia para a realizacdo de estudos de estabilidade. RE n° 899, de
29/05/2003: Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. RDC n° 37,
de 08/07/2009: Admissibilidade de Farmacopéias Internacionais. (Brasil, 2010).

A Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) no. 67/07, atualizada pela RDC n°.
87/08, que define as Boas praticas de manipulacdo de preparacdes magistrais e
oficinais para uso humano em farméacias. A norma vigente RDC 26/2014, permite o
acompanhamento do desenvolvimento cientifico e tecnologico, e possibilita a
ampliacdo do acesso da populacdo aos medicamentos fitoteterapicos. Dentre os
requisitos e parametros exigidos pela RDC 26, estdo a necessidade do controle de
qualidade, como métodos analiticos que incluam resultados de prospeccéo
(screening) fitoquimico ou perfis cromatograficos por cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE/ cromatografia gasosa —
CG, guando cabivel, aléem de comprovacao de seguranca de uso, incluindo estudos
de toxicidade pré-clinica, definidas como: parte usada, padronizacéo, formas de uso,
indicagOes/acdes terapéuticas, dose, via de administracdo, posologia e restricdo de
uso.

A Resolucéo Executiva (RE) n° 89/04, dispde sobre o Registro Simplificado de

Fitoterapicos, contem uma lista com 34 plantas. Assim, os fitoterapicos derivados
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das espécies registradas nesta lista, terdo seu registro na ANVISA facilitado por néo
haver necessidade de validacdo de suas indicacdes terapéuticas e seguranca de
uso (BRASIL, 2004).

2.2.1 Espécies botanicas estudadas

2.2.1.1 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae ou Compositae € um grupo sistematico numeroso
compreendendo cerca de 1.600 géneros e 23.000 espécies, sendo encontrada em
diferentes localidades (FERREIRA, 2009). No Brasil, essa familia é representada
aproximadamente por 300 géneros e 2.000 espécies e estdo restritas aos campos
rupestres. (SOUZA, 2005). Muitas espécies dessa familia sdo conhecidas pelas
suas propriedades analgésica, anti-inflamatéria e antimicrobiana (LORENZI, 2002).

Sé&o plantas de aspectos extremamente variados, incluindo principalmente
pequenas ervas ou arbustos e raramente arvores (HEYWOOD, 1993). Mais de 95%
dos géneros sdo plantas de pequeno porte, sendo seu principal habitat as regides
montanhosas da América do Sul. (ZOMLEFER, 1994).

As plantas da familia Asteraceae, sdo muito estudadas em relacdo a sua
composi¢cao quimica e atividade biolégica, o que tem resultado no desenvolvimento
de novos farmacos. Através de pesquisas realizadas com espécies dessa familia
foram isolados uma variedade de metabdlitos secundarios importantes, que podem
ser utilizados tanto para tratamento quanto para a prevengdo de varias doencas
(ABREU, 2010).

Na medicina, a familia Asteracea é utilizada como antiinflamatoria,
antisséptica, expectorante, em infeccdes da pele, problemas gastrointestinais e do
sistema esqueleto muscular entre outros (GONCALVES, 2010).

De acordo com resultados de estudos de algumas plantas pertencentes a
familia das Asteraceae, estas apresentam um elevado potencial farmacologico,
devido & presenca das lactonas sesquiterpénicas, o que justifica sua acao
farmacoldgica. Entretanto apresentam também toxicidade quando ingeridas, porém
seu uso oral pode ser recomendado, desde que sejam realizados estudos sobre a

correlacéo estrutura-atividades farmacolégicas. (DE PAULA, 2010).
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Indmeras pesquisas, revelaram que os metabdlitos secundarios de origem
natural e de interesse farmacolégico, podem sofrer transformagdes microbioldgicas
ou biotransformacdes, visando a diminuicdo dos efeitos toxicos ou para ampliar sua
capacidade terapéutica (ROCHA, 2008).

2.2.1.2 Dados Taxondmicos da Arnica montana . L

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Asterales
Familia: Asteraceae

Espécie: Arnica montana

2.2.1.3 Arnica montana L.

A Arnica montana, pertence a familia Asteraceae/Compositae, conhecida
popularmente como arnica verdadeira, arnica das montanhas, arnica importada, é
uma planta origindria das regides montanhosas do norte da Europa, de terras
silicosas. Apresenta inflorescéncias terminais grandes, eretas, ramificadas com
numerosos capitulos pequenos de cor amarelada ou alaranjada, que se destacam
da relva. A multiplicacdo se d& pelas sementes, a floragcdo da arnica, de uma
maneira geral, ocorre entre 0s meses de agosto a outubro, durante a estacao seca
para a chuvosa. O tempo médio de floracdo da arnica € de aproximadamente oito
semanas. No Brasil € encontrada em campos rupestres, nos estados de Minas
Gerais, Goias e Bahia. (ROCHA, 2006).

Existem varias teorias sobre a origem de seu nome alguns dizem que provem
da palavra grega, “Ptarmikos”, devido a sua capacidade de produzir espirros e
“montana”, porque seu habitat sdo as montanhas. Por outro lado dizem que vem do
grego “Anakis” devido os pelos que cobrem as suas pétalas serem parecidas com a
pele do cordeiro. (MEZA, 2012).

Conhecida desde a antiguidade, a arnica era utilizada pelos gladiadores na

época romana como pomada associada a caléndula, a planta foi descrita e



30

desenhada somente no século XVI pelo médico botanico italiano Mattioli. Esta planta
€ muito utilizada nas preparacdes homeopdaticas e fitoterapicas (BORELA, 1988;
CABRAL, 2000)

2.2.1.3.1 Constituintes quimicos:

Seus principais componentes sdo: 0s terpenos, (sesquiterpenos, helenanina,
dihidrohelenanina, diterpinos e triperpinos), alcalbides, antocianinas, cumarinas.
Acidos graxos de cadeias curtas entre tais como: acido acético, acido isobutirico,
acido 2- metilbutirico, acido metilacrilico, acido isovalerico o acido tiglico, linoleico,
linolenico e palmitico; Oleos essenciais volateis como: timol, esteres de timol,
compostos alcanforados e poliacetilenicos); as flores contem Flavondides
(isoquercitina e astragalina); derivados do acido quimico e arnicina. Derivados do
acido caféico: acido clorogénico, acido 1,5-dicafeoil quimico; Hidroxicumarinas;
Polinas: como tri-dec-1-en-penta-3, 5, 7,9 11-in (7,8). (GONCALVES, 2010, MEZA,
2012).

Entre os componentes quimicos citados, as lactonas sesquiterpénicas,
representa 0 maior grupo de compostos ativos, com aproximadamente 3.000
estruturas, sendo responsaveis pela maioria das atividades farmacolégicas, e séo
utilizados como marcadores taxonémicos da espécie (GONCALVES, 2010).

Outro grupo de compostos que podem ser usados como marcadores
guimiotaxondmicos sao os flavondéides, podemos citar: o acido clorogénico, o acido
caféico, permitindo que algumas espécies sejam classificadas sistematicamente
pelos flavonoides que estas produzem (EMERENCIANO, 2001).

2.2.1.3.2 Lactonas sesquiterpénicas:

As lactonas séo ésteres organicos formados a partir da reacdo de um grupo
OH (hidroxila) de uma molécula com um grupo COOH (carboxila) de outra. O nome
vem dos lactideos, substancias formadas através da desidratacdo do acido latico
(MEZA, 2012).

As lactonas se diferenciam pela variagdo do numero de atomos de carbono

gue compdem a cadeia e também pela quantidade de membros, a nomenclatura é
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dada respeitando tais caracteristicas. Assim, o primeiro &tomo de carbono do grupo
carboxila é denominado alfa (a) e sdo anéis de 3 membros; o segundo, com anéis
de quatro membros sera nomeado beta (B); o terceiro, gama (y) com anéis de 5
membros; o delta (A) com anéis de 6 membros, e assim sucessivamente. E as
sesquiterpenlactona, conhecidas como lactonas sesquiterpénicas ou sesquiterpenos
lactonizados, compfem uma subclasse de compostos organicos biologicamente
ativos pertencente a classe dos, terpendides contendo 15 atomos de carbono que
apresenta um anel lactbnico de 5 membros (y- lactona). O anel lactbnico, na maioria
das vezes é a, B-insaturado, com uma ligacdo dupla exociclica. Esta classe de
substancias é encontrada em diversas familias de plantas, sendo caracteristica das
Compositae ou Asteraceae (girassois), sendo considerado seu principal marcador
taxondmico. Estes metabolitos secundarios sdo sintetizados e armazenadas em
tricomas glandulares, presentes na superficie das folhas ou dos apéndices das
anteras (ARAKAWA, 2007).

As estruturas mais comuns de lactonas podem ser observadas na figura 1.
Embora tenham sido relatados mais de 30 diferentes esqueletos carbociclicos,
agueles que predominam nesta classe de substancia sédo os germacrolidos (anel de
10 membros), os eudesmanolidos (dois anéis de seis membros fundidos entre si) e
0s guaianolidos (um anel de cinco e um de sete membros fundidos entre si). Os
germacrolidos, mais abundantes, sdo subdivididos em germacranolidos (possuem
duas ligacdes duplas na posicdo trans no anel de 10 membros), heliangolidos.

A B

Q Carbono
’ Oxigénio

«# Hidrogénio

Figura 1: Estrutura tridimensional de algumas sesquiterpenlactonas: A: Germacranolidos, B: Heliangolidos, C e
D: Guaianolidos, E: Pseudoguaianolidos, F: Hipocretenolidos . Fonte: Sielo.br. As Figuras foram confeccionadas

no programa Gauss View 3.0 .
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2.2.1.3.3 Flavonoides

Em 1930, uma nova substancia foi isolada de laranjas, foi classificada a
principio como uma vitamina — vitamina P, porém estudos posteriores demonstraram
se tratar de um flavondide, a Rutina (NIJVELT, 2001). Desde entdo ha uma intensa
tentativa em isolar e estudar este e outros flavonéides (MACHADO, 2005).

Os flavonoides sdo polifendis, metabdlitos secundarios de plantas e definidos
guimicamente como substancias compostas por um nudcleo comum de fenil-
cromanoma (C6-C3-C6) com substituicho em uma ou mais hidroxilas, incluindo
derivados ligados a acucares (BIRT, 2001). A estrutura dos flavondides esta
baseada no nucleo flavilum, figura 2, o qual consiste de trés anéis fendlicos (YAO,
2004). As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos dependem
de sua estrutura quimica, que pode variar com substitui¢des incluindo hidrogenacéao,
hidroxilacdes, metilagcbes, malonilacbes, sulfatacbes e glicolisacdes (MACHADO,
2005).

Flavonoides e isoflavonodides ocorrem comumente com ésteres, éteres ou
derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles (MIDDLETON, 2000). Exceto o
grupo das leucoantocianinas, os demais flavondides ocorrem em plantas sempre
acompanhados por glicidios recebendo assim, a denominacao de glico-flavonéide ou
flavondide glicosilado, enquanto os que se apresentam isentos de glicidios, a
estrutura recebe o nome de aglicona (MACHADO, 2005)

‘ Carbono
' Oxigénio

& Hidrogénio

Figura 2: Nucleo flavilum

Os flavondides estdo entre os mais importantes grupos do reino vegetal
(MIDDLETON, 2000). Mais de 4.000 deles ja foram identificados em fontes vegetais,

sendo suas maiores classes os flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
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antocianinas, isoflavona, diidroflavonois, e chalconas (YAO, 2004). As principais
classes ja estudadas estdo representadas na tabela 1. Sdo encontrados em frutos,
legumes, nozes, sementes, ervas, especiarias, caules e folhas (ACKER, 1996).

Os flavonoides sé@o encontrados em grandes quantidades na dieta humana
(YAO, 2004). A estimativa precisa da média de consumo desta substancia é dificil
em funcéo da grande variedade de flavonoides disponiveis e da extensa distribui¢cao
em varias plantas, além da diversidade do consumo humano (TOMAS-BARBERAN,
2000).

Os niveis de flavondides totais e individuais na alimentacédo sao influenciados
por fatores genéticos das espécies vegetais e condicbes ambientais. Fatores
abidticos naturais como radiacdo solar, raios UV, periodos de seca ou chuva,
nutrientes e estacdo do ano influenciam no metabolismo e na producdo destes
compostos e ainda fatores artificiais, como poluentes podem interferir fazendo com
gue a planta produza maior quantidade de metabdlitos secundarios, incluindo
flavonéides, como mecanismo de defesa contra patbgenos como virus, bactérias,
fungos, insetos. Em periodos de chuva, os compostos mais polares sao eliminados
da planta por lixiviagado (MACHADO, 2005).

A cinética de absorcdo dos flavonoides varia consideravelmente entre o0s
alimentos devido a heterogeneidade de acUcares e outros grupos funcionais ligados
ao nucleo de flavonas. Os flavondides sdo usualmente absorvidos, passando pelos
enterocitos, apos serem glicosilado e/ou convertidos em agliconas por glicosidases
presentes na mucosa gastrointestinal e microflora do célon (HOLLMAN, 1995). Apés
sua absorcdo eles sdo conjugados no intestino delgado e no figado pela
glicuronidacéo, sulfatacdo ou metilacdo ou metabolizados a pequenos compostos
fendlicos (MACHADO, 2005). Ao sofrerem estas modificacdes, os flavonoides
podem tornar-se metabdlitos mais ativos ou serem eliminados do organismo mais
facilmente por tornarem-se mais polares, assim, muitos desses produtos metabolicos
podem ser detectados na urina e fezes humanas (WALLE, 2004).

Os flavondides apresentam uma notavel série de acbes bioquimicas e
farmacoldgicas que podem influenciar nas funcfes de varios sistemas celulares dos
mamiferos (MIDDLETON, 2000). A atividade biolégica dos flavondides foi observada
pela primeira vez em 1936 por Rusznyak e pelo bioquimico hungaro Albert Szent-
Gyorgyi, em uma mistura de duas flavonas as quais diminuiram a fragilidade e a
permeabilidade capilar em humanos (PEDRIALI, 2005).
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As suas principais aplicacdes na industria sdo como corantes, aromatizante e
flavolizantes. Além disso, as pesquisas demonstraram 0 seu envolvimento com
propriedades farmacoldgica importantes como antioxidantes (RICE-EVANS, 1995),
vasodilatadoras (DUARTE, 1993), antiinflamatorias, anticarcinogénica, anti-virais,
cardioprotetoras e antioxidantes (PATHAK, 1991; HOLLMAN, 1996; MARTINEZ-
FLOREZ, 2002).

2.2.1.3.4 Rutina

A rutina € um flavondide pertencente a subclasse dos flavonais (figura 3) que
tem sido intensamente pesquisada gerando resultados que aumentam cada vez

mais as industrias farmacéuticas (PEDRIALI, 2005).

‘ Carbono )/J ‘

’ Oxigénio

& Hidrogénio

Figura 3: Estrutura quimica da rutina.

Este flavonoide é encontrado em varias fontes alimentares como cebola, uva,
trigo serraceno, feijdo vermelho, macas, tomates e bebidas como vinho tinto e cha
preto (Hollmanet al., 1996;Thompsonet al, 1999). Dentre os flavondides estudados a
rutina tem se destacado em funcdo das suas diversas atividades farmacoldgicas
(PEDRIALLI, 2005). Entre as atividades terapéuticas da rutina, estd a melhora nos
sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com algumas
doencas hemorragicas ou de hipertensdo, por promover a normalizacdo da
resisténcia e permeabilidade da parede destes vasos. Outros sintomas de fragilidade
capilar também sdo melhorados, entre eles, a perda da acuidade visual e alteracdes
do campo visual (PATHAK , 1991).
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Estes efeitos podem ser da rutina isoladamente, ou associada ao acido
ascorbico, cuja absorcdo melhora quando administrado junto com a rutina (PATHAK
et al.,, 1991). Em estudos realizados em ileos de cobaias a rutina atuou como um

inibidor ndo competitivo da angiotensina Il e prostaglandina E,. Ha estudos, tambéem,

onde foi observada em colon de cobaia a atividade de relaxamento do musculo liso,
podendo ser esta a razdo da melhora da permeabilidade capilar produzida pela
rutina (YILDIZOGLU et al., 1991).

Segundo os estudos de Afanas e colaboradores (1989) que pesquisaram a
atividade antioxidante da rutina e da quercetina, estes flavondides tém uma acéo
terapéutica em patologias que envolvam radicais livres, e ndo sao téxicos, em
especial a rutina.

Varias outras atividades da rutina vém sendo elucidadas como sua eficiéncia
no tratamento da artrite por Candida albicans e atividade anti-candida (HAN, 2009),
atividade antihiperlepidémica (SANTOS, 1999), efeito anticonvulsivante em ratos
(NASSIRI-ASL, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008), supressdo da imunidade
celular (MIDDLETON et al., 2000), atividade anticarcinogénica (MACHADO, 2005),
efeito antiinflamatorio (GUARDIA et al., 2001).

2.2.1.3.5 Atividades farmacologicas da  Arnica montana L .

A Arnica Montana L. apresenta atividades anti-inflamatéria, antisséptica e
analgésica. E usada popularmente para torgdes, contusées, hematomas, edemas
relacionado a fratura e dores reumaticas dos musculos e articulagcbes, tratamento e
prevencao de micro varizes e traumas pos-operatorios. (ROCHA, 2006).

Indmeras atividades biolégicas sdo atribuidas as lactonas, tais como,
antibacteriana, antiprotozoéria, anti-inflamatoéria, antitumoral, citotoxica,

quimioprofilaticas contra a esquistossomose. (ARAKAWA, N. S.; 2007)
2..2.1.3.6 Efeitos colaterais e toxicidade:
Evitar o uso em gestantes devido ao risco de hemorragia e aborto e a falta de

conhecimentos sobre o potencial teratogénico da planta. Individuos sensiveis a

planta e lactagdo. O uso interno s6 e recomendado em prepara¢cdes homeopéaticas.
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A tintura ndo deve ser aplicada pura sobre a pele e sim diluida em agua. O uso
externo pode provocar dermatite de contato com formacdo de vesiculas e
ocasionalmente eczema. Os efeitos colaterais e a acdo farmacologica sao devidos a
presenca de lactonas sesquiterpénicas expressas em helenalina (Newall, et al, 2002;
Brandao, et al, 2006).

Segundo Meza, (2012), usar arnica juntamente com hamamelis para
contusdes e entorses ou com jaborandi para tratamento capilar, e agentes anti-
hipertensivos: pode ocorrer reducdo da efetividade destes agentes. Pode Interagir
com medicamentos como anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios, heparinas
de baixo peso molecular, e agentes tromboliticos o que pode predispor ao

sangramento.

2.2.1.3.7 Atividades biologicas comprovadas

Estudos em animais, a arnica apresentou atividade bactericida contra Liseria
monocytogeneses e Salmonella typhimurium. A helenalina e a diihroelenalina
possuem propriedades analgésicas, antibiéticas e anti-inflamatérias. Em quantida-
des moderadas, a sesquiterpenlactona atua em conjunto com o acido verndlico e
com outros compostos vegetais na redugdo da inflamacdo e melhora a estrutura
celular do musculo liso e dos vasos sanguineos, podendo ajudar a prevenir e curar a
aterosclerose (NEWALL, 2002).

O estudo sobre o efeito condroprotetor da arnica (¢ a acdo que o
medicamento tem em diminuir ou retardar a degeneracao articular-orteoartrose), foi
realizado em condrocitos bovinos e humanos, utilizando gel de arnica montana e
lactonas sesquiterpénicas purificadas, o gel elaborado com as flores da arnica
montana , apresentou melhor atividade. A arnica além do efeito anti-inflamatorio
demonstrado em ensaios clinicos, apresentou também potentes propriedades
condroprotetora. (TAPIA, et al. 2009 ).

Em varias investigagdes cientificas, foi comprovado que as lactonas, possuem
potente acdo antiinflamatodria, com relacdo a atividade antiparasitaria, foram muito
eficazes in vitro contra, Leishmania spp, (AMBROSIO, 2006). As lactonas sesquiter-
pénicas foram empregadas como potencializadores do Interferon a no tratamento da
hepatite C, ocasionou um aumento desta atividade, quando realizada modificacbes

estruturais no esqueleto terpendide. (BUSKUHL, 2007).
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A atividade citotoxica de cinco lactonas sesquiterpénicas isoladas de Arnica
montanae, Arnica chamissonis ssp (Asteraceae) foi avaliada frente a células de
cancer colorretal humano (COLO 320) e ao carcinoma de células pequenas de
pulmdo (GLC4). Dentre as substancias testadas, a helenalina apresentou maior
atividade citotéxica. (COSTA, 2008).

A imagem da Arnica montana L, pode ser visualizada na figura abaixo.

Figura 4 : Imagem da planta Arnica montana da familia das Asteraceas (A) florida e (B) detalhe da

flor. Fonte: www.unilavras.edu.br

2.2.1.4 Familia Hippocastanaceae

Hippocastanaceae é uma pequena familia de arvores e arbustos integrada
por trés géneros e aproximadamente 20 espécies . As plantas desta familia ocorrem
na América do Norte, Asia e Peninsula Balcanica. Os 3 géneros das
hipocastandceassdo: Aesculus, Bilia, Handeliodendron. A espécie que faz parte de
nossa pesquisa é a Aesculus hippocastanum L, conhecida popularmente como
Castanha da india, sendo seu principal metabdlito secundario, uma mistura
complexa de saponinas denominada de escina, popularmente a Castanha da india é
indicada para varizes, hemorroidas, tromboflebite, edema, metrorragia, dismenorreia
e diurética (WHO 1999).
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2.2.1.4.1 Dados taxondmicos

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Sapindales

Familia: Hippocastanaceae
Género: Aesculus

Espécie: Aesculus hippocastanum

2.2.1.4.2 Aesculus hippocastanum L.

Dentre as diversas plantas utilizadas na fitoterapia, tem-se a Aesculus
hippocastanum L., conhecida popularmente como castanha da india, pertence a
familia Hippocastanaceae. E uma arvore nativa do Oeste da Asia, de grande porte,
com caule ereto, cilindrico e ramificado, de copagem densa, chegando a atingir até
25 metros de altura e 80 centimetros de diametro na base. As flores sdo brancas e
amarelas, com manchas réseas ou vermelha. O fruto € uma céapsula esverdeada,
espessa, com espinhos curtos, com sementes carnosas, revestidas de tegumento
vermelho-castanho. Devido ao seu porte majestoso e beleza, € cultivada nos
parques e jardins das cidades européias, onde ha exemplares com mais de 250
anos. O seu plantio é feito por sementes e adapta-se a qualquer tipo de solo e clima,
sendo grandemente cultivada em parques, jardins e ao longo de avenidas
metropolitanas de varios paises de todo o mundo (WHO 1999).

As partes usadas para fins medicinais sdo as sementes, as quais devem estar
secas e maduras; elas contém escina (mistura natural de saponinas triterpénicas), o
principio ativo da espécie. A este componente quimico séo atribuidas propriedades
ante edema, anti-inflamatérias e venotonicas, sendo a sua maior indicagcéo clinica
para o tratamento da insuficiéncia venosa crbnica, todas comprovadas por
investigacfes experimentais. Na medicina popular é utilizado para hemorroida,
varizes e anti-inflamatério. (SIRTORI 2001; ARAUJO, 2008).

O nome da Castanha da india remete ao fato de acreditarem durante muito

tempo que ela era proveniente da india, na verdade, a Castanha da india é natural
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dos Balcas, regidao sudeste da Europa que engloba paises como Albania, Bésnia,
Bulgaria, Grécia, parte da Turquia, e outros. A Castanha da india veio para a Franca
em meados do século XVII como arvore ornamental e foi muito plantada nos parque
e avenidas da Europa do século XVIII e hoje é encontrada praticamente por todo o
mundo. Por ser utilizada pelos turcos antigos para curarem afeccdes pulmonares de
cavalos recebeu o nome cientifico hippocastanun, de origem grega, que significa
castanha dos cavalos (WILKINSON et al ,1999).

2.2.1.4.3 Constituintes quimicos

Castanha da india, Aesculus hippocastanum: saponinas triterpenoidicas,uma
mistura de saponinas referidas como “escina”, a e [B-escina como principais gli-
cosideos, bioflavondides, como canpferol e quercetina e seus derivados glicosideos
(rutina, astragalina, isoquercetina, leucocianidina), heterosideos cumarinicos (fra-
xina, escopolina, esculetina), taninos (acido esculitanico, epicatequina, leuco-
cianidina, leucodelfinina), dleos fixos (acidos oléico, linoléico, palmitico, esteérico, e
linolénico), fitosterdis, bases nitrogenadas (guanina, adenina e adenosina), alca-
I6ides imidazdlicos (Alantoina), aminoacidos (arginina), acidos organicos (citrico e
arico), resina, vitaminas (B, K; C, caroteno e pré-vitamina D), proteinas e agucares
(NEWALL, 2001).

Muitos destes componentes, também sdo encontrados em menor concen-
tracdo nas cascas, brotos, folhas e frutos, sendo que nas sementes estdo mais
concentrados a escina que é responsavel pela atividade farmacoldgica, assim como

os flavondides e as cumarinas (ARAUJO, 2008).

2.2.1.4.4 Saponinas

Saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, figura 5.
Possui em sua estrutura uma parte lipofilica (triterpeno ou esteroide), denominada
de aglicona ou sapogenina e outra parte hidrofilica constituida de um ou mais
acucares, o0 que determina a propriedade de reducao da tensao superficial da agua e
suas acgOes detergente e emulsificante. As saponinas s&o substancias de elevada

massa molecular, isso € devido a presenca de diversas agliconas ou de estruturas
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com um numero variado de agucares, formando misturas complexas. A cadeia de
acucares pode ser linear ou ramificada.e uma das dificuldades na elucidacdo
estrutural desses compostos estad justamente em determinar os carbonos das
ligacdes interglicosidicas. Por essas razdes, o isolamento de saponinas, bem como
a sua elucidacao estrutural, podem ser muito dificeis. Apenas recentemente o0
conhecimento sobre a quimica e propriedades biolégicas das saponinas, evoluiu
com as técnicas cromatograficas e espectroscépicas. (SARKER, 2009).
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Figura 5: Nucleos mais comuns das saponinas triterpénica: A, beta-armirina. B, Lupeol. Fonte:
SARKER, 2009.

As saponinas podem ser classificadas de acordo com o nucleo fundamental
da aglicona ou por seu carater 4cido basico ou neutro. Quanto a aglicona pode ser
saponinas esteroides ou terpénicas. As saponinas mais encontradas na natureza,
possuem 30 atomos de carbono e nucleo triterpénico, Esse ndcleo tem a mesma
origem do esqueleto esteroidal até a formacdo do 6xido de esqualeno, de acordo
com dois tipos diferentes de rearranjos, pode originar os triterpenos tetraciclicos e os
triterpenos pentaciclicos Os triterpenos pentaciclicos podem ser divididos em trés
grupos principais, segundo seu esqueleto: B-amirina, a-amirina e lupeol, cuja
estrutura quimica estao representadas na figura 3. As saponinas do tipo p-amirina,
apresentam duas metilas em C-20. Aquelas do tipo a-amirina, apresentam uma
metila em C-20 e outra em C-19. Nessas saponinas, a estereoquimica entre 0s
anéis A/B, B/C e CID é trans, e entre D/E é cis. As saponinas do tipo lupeol diferem,
daquelas citadas acima, na estereoquimica entre os anéis DIE, que é trans. Além
disso, o quinto anel (E) possui cinco carbonos, ndo sendo hexagonal como nas
outras saponinas triterpénicas. Esse grupo de substancias tem interesse do ponto de
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vista farmacoldgico sendo utilizadas como adjuvantes em formulagbes, como
insumos vegetais ativos em produtos fitoterapicos. A propriedade mais caracteristica
desse grupo é formar espuma estavel (persistente e abundante), diferenciando-se
dos sables comuns. Seu nome deriva do latim sapone que significa
sabdo.(WILKINSON ,1990)

2.2.1.4.5 Estrutura quimica da escina

A escina é uma mistura complexa de saponinas do tipo triterpénica (figura 6),
sendo o principal componente da Castanha da India, constituindo aproximadamente
28% do peso das sementes secas, é encontrada nas formas a e B Escina, sendo
seu marcador quimico a B Escina, a escina se apresenta em menor concentracao
nas folhas, frutos, brotos e casca. Existem evidéncias comprovadas sobre sua
eficacia em casos de Insuficiéncia Venosa Cronica (IVC), hemorroidas e edemas
pos-operatorios. Devido sua boa tolerancia pode ser utilizada como medicamento e
cosmeético e aplicacdo oral e tdpica.Os flavonoides, as cumarinas e 0s taninos

também exercem atividade venotica e protetora capilar. (ARAUJO, 2008).
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Figura 6 : Estrutura quimica da escina

2.2.1.4.6 Atividades farmacoldgicas do  Aesculus hippocastanum L.

A principal acdo farmacolégica da Castanha-da-india é sobre a circulagéo,
particularmente sobre o sistema venoso. Seus ativos aumentam a resisténcia e o
tbnus das veias, diminuindo a fragilidade e a permeabilidade dos capilares. Essa

acao resulta em vasoconstricdo periférica, que ativa a circulacdo sanguinea e
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favorece o retorno venoso, prevenindo desde pequenos derrames que causam
vasinhos, variculas e varizes até acidentes vasculares de maior porte. (SIMOES et
al, 2005).

A Castanha da india é usada para o alivio dos sintomas das hemorroidas
desde épocas antigas. A sua acao € a mesma da prevencéo de varizes: A escina e
outros constituintes presentes no extrato da Castanha da india sdo venotdnicos e
estimuladores da resisténcia dos vasos (resisténcia capilar), estimulando a
circulacéo local, com alivio da inflamac&o. (SIMOES et al, 2005)

Em cosméticos é aplicada na formulacdo de cremes, locbes e géis para
embelezamento das pernas, com a consequente agdo cosmecéutica de prevencgao
da formacdo de vasos e varizes e para tratamentos estéticos para celulite. Por ativar
a circulacao periférica, também é usada em tbnicos capilares e shampoos voltados
ao tratamento de queda de cabelo. Na Alemanha o extrato das sementes de
Aesculus sao utilizadas para o tratamento da insuficiéncia venosa cronica, incluindo
edemas, dor, cdimbras, sensacdo de peso nas pernas, prurido, veias varicosas, e
sindrome poés-trombdtica, em doses diarias equivalentes a 30-150 mg de escina em
preparacdes liquidas ou sdlidas para administracdo oral. (SALVIANO E FIOCCH,
2013).

2.2.1.4.7 Efeitos colaterais e toxicidade.

Em pacientes sucetiveis pode ocasionar dermatite de contacto, alergia,
nauseas, disturbios gastricos, diminuicdo da funcdo hepatica e renal em portadores
de insuficiéncia hepatica e renal pré-existentes. Em estudos baseados em animais, a
castanha da india podera intensificar o efeito hipoglicemiante de usuérios de
medicamentos para diabetes por via oral ou, ainda, insulina. A eficacia de farmacos
com acdo antiacida ou antitlcera podera ser afetada, quando utilizada com sene

podera ocorrer potencializacdo do efeito laxativo. (NICOLETT, 2007).

2.2.1.4.8 Atividades bioldgicas comprovadas de compressdo, sendo uma
alternativa para o tratamento da IVC. Foram relatados cinco estudos comparativos
entre o extrato da semente da Castanha da india e o Beta-hidroxietil rutosidio foram
igualmente eficazes em relacao a insuficiéncia vascular cronica (IVC), inclusive com

reducdo dos sintomas associados como edema, dores nas pernas, prurido, céibras,
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sensacao de fadiga ou peso. Em humanos o resultado de um estudo, controlado,
utilizando também o extrato em 40 pacientes com IVC, confirmou a eficicia da
Castanha da india, com resultados semelhantes aos obtidos no estudo acima
mencionado (SALVIANO, 2013).

A atividade anti-inflamatdria na fase exsudativa inicial da inflamacéo tem sido
confirmada em estudos in vitro e in vivo e os efeitos adversos, foram usualmente
leves e raros. Totte e Vlietinck (1999) analisaram varios aspectos que dizem respeito
aos fitoterapicos usados no tratamento de problemas cardiovasculares e concluiram
que o Aesculus hippocastanum L, tem acdo diurética, agindo na reducdo de
edemas, aumenta o tonus venoso, favorecendo o retorno venoso ao coragéo e
possui, ainda, atividade anti-inflamatéria e antiexsudativa. A escina é eficaz na
reducdo de edemas, no tratamento das varizes, das hemorroidas e da tromboflebite
superficial. (FIOCCHI, 2013).

Estudos clinicos e farmacoldgicos constataram a eficacia do extrato da
semente de Aesculus hippocastanum e da escina como agente de eleicao: anti-
exsudativo, estabilizador da parede vascular, diurético e venotbnico. Atualmente,
esse extrato, a escina (saponina) e a cumarina-esculina (6-O-glucosideo da escu-
letina) tém sido largamente empregados, especialmente no tratamento da
insuficiéncia venosa crénica. Recentemente, a pré-antocianidina A2, foi isolado da
casca da castanha-da-india revelou efeito protetor contra 0s raios ultravioletas.
Isolaram da fracdo saponina dois sapogendis com atividade citotoxica antitumoral,
uma nova hipoesculina e o conhecido barringtogenol C-21-angeloil-conjugado,
obtidos de frutos do Aesculus hippocastanum. (SALVIANO E FIOCCHI, 2013).
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Figura 7 : Fotografia da espécie Aesculus hippocastanum, L, mostrando detalhes da semente, da

folha e inflorescéncia.Fonte: http://www.henriettesherbal.com/

2.3 Métodos Analiticos Utilizados no Desenvolviment o, Avaliacédo e Controle de

Qualidadede de Medicamentos Fitoterapicos.

Um dos requisitos para garantir a qualidade do fitoterapico é a sua
padronizacdo, para assegurar a constancia dos efeitos farmacoldgicos, e sua
seguranga quanto ao uso.

Segundo Globbo-Neto e Lopes, (2007), a sintese dos metabdlitos secundarios
frequentemente é afetada pelas condi¢cdes ambientais podendo resultar em uma
maior ou menor concentracao destes metabalitos.

Existem varios fatores que podem influenciar na producdo dos metabdlitos
secundérios, podemos citar, as variacdes sazonais, que afetam quase todas as
classes de metabdlitos secundarios como, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas,
cumarinas, saponinas entre outros. Ha estudos também em que o ciclo dia/noite
influencia a producéo dos metabdlitos secundarios. (SCHMIDT et al; 1998).

Outro fator é a idade e desenvolvimento da planta, por exemplo, as lactonas
sesquiterpénicas produzidas pela Arnica montana, as plantas jovens acumulam
principalmente derivados da helenalina, essa producao diminui consideravelmente
apos seis semanas da formacdo das folhas, jA& os compostos diidrohelenalina
aumentam muito e se mantem constante por um longo periodo.(SCHMIDT et al;
1998).
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Estudos demonstraram que a intensidade da luz influencia na producao dos
metabolitos secundérios tais como, alcaldides, flavonodides, taninos e antocianinas.
Podemos citar ainda outros fatores como, a altitude, poluicdo atmosférica e ataques
patogénicos.( GLOBBO-NETO, 2007).

A padronizacéo é imprescindivel devido a complexidade da composi¢do dos
insumos vegetais, a variabilidade da composicdo em relacdo aos metabdlitos
secundarios responsaveis pela acao farmacologica de uma mesma espécie, além de
outros fatores que também podem influenciar no conteddo dos metabdlitos
secundarios, a coleta, a estabilizacdo, estocagem, métodos de secagem, existe
também as adulteragbes, as contaminagces como poeira, metais pesados, entre
outros (LOPES, 2007).

Como consequéncia da grande difusdo e utilizacdo de plantas medicinais as
industrias vém fabricando produtos a base de espécies vegetais, como extratos e
tinturas, que sao utilizados principalmente por farmacia com manipulacdo. No
entanto, ndo ha garantia para a grande maioria destes produtos, quanto a sua
eficacia, seguranca e qualidade, podendo trazer riscos a saude do usuario. Assim,
torna-se importante o estabelecimento de protocolos padronizados de controle de
qualidade para produtos fitoterapicos, de acordo com a legislacéo vigente.(KLEIN,
2010).

A garantia da qualidade de um medicamento fitoterapico, vai desde o cultivo,
passando por uma producdo bem planejada dentro das Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), até o produto final. Os métodos analiticos quando n&o citados nos
Compéndios Oficiais como as Farmacopéias ou outros Cdédigos autorizados pela
legislacdo vigente, devem ser validados para garantir, através de resultados
experimentais sua reprodutividade e confiabilidade do método. (KLEIN, 2010).

Além do desenvolvimento e validacdo do método é também importante o
estudo de estabilidade, para garantir a qualidade do produto durante toda sua vida
atil. A padronizacdo de um fitoterapico, € realizada através de uma substancia
marcadora presente no extrato. Estas substancias, quimicas de referéncia devem
ser certificadas por 6rgdos oficiais, como a Farmacopéia Brasileira ou por outros
Cddigos Oficiais. (BRASIL, 2010).

Brasil (2003), afirma que de acordo com o Guia de Validacdo de Métodos

Analiticos e Bioequivaléncia, Resolucdo RE 899 de 29 de maio de 2003, a validacéo
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de Método Analitico deve garantir através de evidéncias experimentais que o
método deve assegurar a confiabilidade dos resultados e apresentar precisao,
exatidao, linearidade, especificidade, reprodutividade, estabilidade e recuperacao
adequada a analise.

Existem diferentes métodos analiticos e termoanaliticos utilizados para a
padronizacdo de fitoterapicos podemos citar: Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), Andlise Térmica,

Espectroscopia na Regiao do Infra Vermelho entre outras.

2.3.1 Andlise Térmica

Andlise Térmica € definida como um grupo de técnicas que medem as
propriedades fisicas e o0s seus produtos de reacdo € medida como funcdo da
temperatura, quando esta é submetida a um ciclo térmico controlado. As medidas
das andlises sdo realizadas por uma termobalanca cujo 0s componentes
fundamentais séo: balanca registradora, forno, suporte de amostra e sensor de
temperatura, programador da temperatura do forno, sistema registrador econtrole da
atmosfera do forno (GIOLITO, 1988).

Os eventos térmicos, quando uma substancia solida é aquecida em uma
atmosfera inerte, o resultante aumento na movimentagcdo molecular, atbmica ou
ibnica, pode levar a mudancas na estrutura cristalina, a sintetizacdo, fusdo ou
sublimacdo da amostra. Caso as forcas intramoleculares forem mais fracas que as
forcas intermoleculares, a substancia pode decompor formando novos fragmentos
de moléculas, algumas ou todas novas moléculas podem volatilizar nas
temperaturas alcancadas. Estas reacdes sdo acompanhadas de mudancas na
entalpia, em alguns casos por mudanca de massa, 0 que torna possivel o estudo
destas reacfes por mais de uma das técnicas térmicas (IONASHIRO, 1988).

As técnicas termoanaliticas adquiriram importancia crescente em todas as
areas de conhecimento na quimica basica e aplicada. A utilizacdo dessa
metodologia, dotada de grande potencialidade, foi favorecida pela disponibilidade de
instrumentos controlados por microprocessadores, capazes de fornecer informagdes
quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma precisa e num tempo

relativamente curto. Tais métodos estdo sendo largamente utilizados no controle de
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qualidade de drogas naturais ou sintéticas, pois fornecem, com rapidez, dados sobre
a estabilidade do material analisado, em relacdo ao seu comportamento térmico.
Além de que dados preliminares sobre o material analisado levam a pensar que se
conhecendo o comportamento térmico do componente majoritario de uma planta,
pode-se identificar a autenticidade de um extrato bruto (ARAUJO, 2006).

Dentre as técnicas termoanaliticas mais empregadas em Farmacia estao:
Termogravimetria (TG), Termogravimetria Diferencial (DTA), Termogravimetria Ex-
ploratoria Diferencial (DSC) (NUNES, 2008).

2.3.2 Termogravimetria (TG)

TG é a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia € medida em
funcdo da temperatura enquanto esta € submetida a uma programacéo controlada
(ALVES, 2007).

Esta técnica determina as perdas ou ganhos de massa de uma substancia em
funcdo da temperatura ou do tempo (GIOLITO e IONASHIRO, 1988). Os expe-
rimentos para avaliar as variacbes de massa de um material em funcdo da
temperatura sdo executados através da termobalanca, permitindo o trabalho sob as
mais variadas condi¢bes experimentais. As curvas geradas possibilitam a obtencao
de informacdes quanto a estabilidade térmica da amostra, composicdo e estabili-
dade dos compostos intermediarios e do produto final (ARAUJO, 2003).

Nas curvas termogravimetricas convencional ou dindmica sao registradas as
massa da amostra (m) em funcdo da temperatura (T) ou tempo (t). Nessas curvas,os
degraus em relacéo ao eixo das ordenadas correspondem as variacdes sofrida pela
amostra e permitem a obtencéo de dados que podem ser utilizados com finalidades
quantitativa (MATOS, 2004).

2.3.3 Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A DTA é a técnica pela qual a diferenca de temperatura (T) entre a substancia
e o0 material de referéncia (termicamente estavel) € medida em funcdo da
temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacao controlada de

temperatura. A temperatura € medida por termopares conectados aos suportes
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metalicos das capsulas de amostra e do material de referéncia, ambos contidos no
mesmo forno. As variagcbes de temperatura na amostra sdo devidas as transi¢oes
entalpicas ou reacdes endotérmicas ou exotérmicas. As curvas DTA representam o0s
registros de T em funcdo da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os
eventos sao apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam o0s
eventos exotérmicos e os descendentes os endotérmicos (WENDLANDT, 1986;
MACHADO e MATOS, 2004).

2.3.4 Cromatografia

A cromatografia € um conjunto de técnicas de separacdo dos componentes
de uma mistura, distribuidos em duas fases, uma estacionaria e outra movel.
Durante a passagem da fase mdével sobre a fase estacionaria, 0s componentes da
mistura séo retidos seletivamente pela fase estacionaria o que resulta em migragdes
diferenciadas. (CAMELO, 2010).

O nome deriva das palavras gregas Krom (cor) e Graphe (escrever), a cor
serve para facilitar a identificacdo dos componentes separados. A separacdo dos
componentes da amostra é gerado pelas diferencas nas propriedades das fases
movel e estacionaria, possibilitando com que os componentes da amostra se des-
loguem com velocidades diferentes. (COLLINS et al, 2006).

A cromatografia € um método analitico muito utilizado, devido a facilidade
com que efetua a separacgdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas,
pode ser empregada sozinha ou em conjunto com outras técnicas analiticas, como a
espectrofotometria ou espectrometria de massa. (COLLINS et al, 2006).

Entre as técnicas cromatograficas utilizadas, esta a Cromatografia em ca-
mada delgada, (CCD). A CCD, consiste na separagdo de componentes de uma
mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente
retido sobre uma superficie plana. O processo de separacdo esta fundamentado, no
fendmeno de adsorcdo, é uma técnica analitica amplamente utilizada para sepa-
racdo dos componentes de extratos vegetais e no controle de qualidade de
fitoterapicos. (CAMELO, 2010).

Apresenta varias vantagens, é de facil compreensdo e execucao, as sepa-

racGes ocorrem em um espaco de tempo relativamente curto, apresenta versa-
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tilidade, grande repetitividade e baixo custo. Pode ser de aplicacdo analitica ou
preparativa dependendo da espessura da camada de adsorvente e na quantidade
da amostra. (COLLINS et al, 2006).

2.3.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

E uma técnica de separacio atualmente considerada indispensavel, utilizada
em laboratorios quimicos, farmacéuticos, bioquimicos entre outros, através deste
meétodo analitico se consegue separar misturas que contém um grande numero de
compostos similares. A CLAE emprega colunas recheadas com materiais espe-
cialmente preparados muito finamente dividida e uma fase movel, eluida sob altas
pressodes, ela realiza separacfes e analises quantitativas de um grande numero de
compostos presentes em diversos tipos de amostras, em poucos minutos, com alta
resolucéo, eficiéncia e detectabilidade. CLAE é o tipo mais versatil e mais ampla-
mente empregado de cromatografia por eluicdo. (ENGELHARTDT, 1979).

A amostra é dissolvida em um solvente e introduzida na coluna cromato-
grafica preenchida com a fase estacionaria (FE). Um solvente (FM) € bombeado com
vazao constante e desloca os componentes da mistura através da coluna. Esses se
distribuem entre as duas fases de acordo com suas afinidades. (MEYER,2004).

As substancias com maior afinidade com a FE movem-se mais lentamente. Ja
as substancias com pouca afinidade com a FE movem-se mais rapidamente.Ao sair
da coluna, os componentes passam por um detector que emite um sinal elétrico o
qual é registrado, constituindo um cromatograma. (ENGELHARTDT, 1979).

HPLC é utilizada em analises de compostos nao volateis ou instaveis
termicamente onde a cromatografia a gas ndo pode ser utilizada, como cerca de
80% dos compostos apresentam essas caracteristicas, o campo de aplicacdo de
HPLC é extremamente vasto, pode ser utilizado para analise de alimentos, tintas,
Quimica, Clinica, Farmacéutica. (COLLINS, 2006).

2.3.6 Espectroscopia na regido do infravermelho.

Uma das propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas de um composto

quimico é o espectro de infravermelho por conta disto, a espectroscopia na regiao
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do infravermelho tem extensa aplicagcdo na identificacdo dos compostos. A es-
pectroscopia na regido do infravermelho (IV) é uma técnica de inestimavel
importancia na analise organica qualitativa, sendo amplamente utilizada nas areas
de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes organicas (SOLOMOS,
2001). O infravermelho e demais meétodos espectroscOpicos modernos como a
ressonancia magnética nuclear(RMN), espectroscopia na regido do ultravioleta—
visivel (UV-VIS) e espectrometria de massas (EM) constituem hoje os principais
recursos para a identificacéo e elucidacao estrutural de substancias organicas. Sao,
também, de alta relevancia na determinacdo da pureza e quantificacdo de
substéancias organicas, bem como no controle e acompanhamento de reacbes e
processos de separacdo. O uso dos referidos métodos fisicos de andlise traz uma
série de vantagens, destacando- se a reducdo no tempo de analise, diminuicdo
substancial nas quantidades de amostra, ampliacdo da capacidade de identificar ou
caracterizar estruturas complexas, nao destruicdo da amostra (exceto EM) e a
possibilidade de acoplamento com métodos modernos de separagdo, como a
cromatografia gasosa de alta resolugcdo (CGAR) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A espectroscopia na regido do infravermelho tem sido, também,
amplamente utilizada em linhas de producao e no controle de processos industriais
(SILVERSTEIN 1991).

2.4 Formas farmacéuticas de uso topico

Uma preparacdo de uso topico pode ter efeitos locais ou sistémicos, no
entanto quando se administra uma formulacdo para uso topico se pretende de
maneira geral que o farmaco exerca acao local, ou seja que libere o farmaco na
pele, que é o 6rgdo alvo, e para essa finalidade, sdo administrados preparacdes
semi-sélidas, como: as pomadas, pastas, cremes e géis; pés secos, aerossois, e
também preparacdes liqguidas como as emulsfes e solucdes.Os farmacos aplicados
a pele para acao local sdo antissépticos, antifungicos, anti-inflamatorios, anestésicos
locais, emolientes e protetores. (ANSEL, 2007).

Os medicamentos de uso topico, apés serem aplicados na pele, devem ser
capazes de penetrar e ficar retido na pele por um tempo determinado (ANTONIO,
2007).
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A penetracdo do farmaco na pele depende de varios fatores, incluindo as
propriedades fisico-quimicas do farmaco, as caracteristicas do veiculo farmacéutico
e a condicao da pele que sera aplicado o produto (ANSEL, 2007).

Existem varias pesquisas desenvolvidas visando melhorar a absor¢cdo dos
fitoterapicos utilizando facilitadores de permeacédo cutanea. Podemos citar algumas
vantagens de fitoterapicos de uso tépico. H4 menor toxicidade sistémica, evita 0
efeito de primeira passagem e possiveis interacdes dos farmacos com alimentos e
com a microbiota intestinal; permitindo o controle de absorcdo e possibilidades de
aplicacao em diferentes locais. (CAMELO, 2010).

2.4.1 Géis

Géis sao sistemas semi-sélidos que consistem em dispersdes de pequenas
ou grandes moléculas em um veiculo liquido aquoso que adquire consisténcia
semelhantes as geleias pela adicdo de um agente gelificante. As substancias
formadoras de gel, em geral, sdo doadoras de viscosidade a preparacao (ANSEL et
al, 2007).

O termo gel era empregado pela reologia para caracterizar a fluidez de um
sistema. SO depois de algum tempo passou a ser utilizada como excipiente em for-
mulacdes farmacéuticas e principalmente em produtos cosméticos, a caracteristica
principal do gel é a presenca de um esqueleto em sua estrutura interna e que é
responsavel pela alta viscosidade ou viscosidade estrutural apresentada pelo gel. Os
géis ou hidrogéis podem ser preparados por intumescimento ou por reacdo de
neutralizacdo. (GONCALVES e OLIVEIRA, 2007).

Existem varias substancias que podem se formadoras de géis, ou agentes
gelificantes, estes podem ser derivados da celulose (metilcelulose, hidroxietilce-
lulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sédica); polimeros néo-
celulésicos naturais ou semi-sintéticos (gomas, pectinas, agar, acido alginico); poli-
meros do acido acrilico (carbdmeros — carbopol). (COSTA, 2010).

Os derivados celulésicos quando dispersados em agua, gelificam por intu-
mencimento e os carbomeros gelificam por reagao de neutralizagao.

Os géis tém sido muito usados como bases dermatologicas pois possuem
bom espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem veicular varios principios ativos
hidrossoluveis e lipossomas. (CAMELO, 2010, NUNES, 2010).
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Os géis liberam bem o farmaco, devido este n&o se ligar ao polimero. Os poros
permitem a difusdo relativamente livre de moléculas menores, os géis quando
comparados a outras formas farmacéuticas como pomadas e cremes apresentam
uma liberacdo mais rapida da droga, independente da solubilidade da droga em
adgua. (COSTA, 2010)

Os géis podem ser de natureza idnica ou nédo ibnica, os géis de natureza nao-
ibnica, como exemplo os polimeros derivados da celulose e as gomas naturais entre
outros, cuja caracteristica de geleificacdo ndo depende do pH mantem sua
estabilidade em amplas faixas de pH e conseguem veicular substancias com carater
acido, tais como alfahidroxi acidos, acido kéjico, ATA, ou outras substancias criticas,
tais como hidroquinona, arbutin e alguns antibiéticos tais como, neomicina e
gentamicina. (GONCALVES e OLIVEIRA, 2007)

Os geéis de carbdomeros, sdo os polimeros sintéticos mais comumente
utilizados, em formulac¢des farmacéuticas e cosmeéticas, possuem estruturas lineares
coerentes sendo que a fracdo sdlida do gel forma um esqueleto que é capaz de
alojar e adsorver a fracao liquida constituida pela agua quando neutralizaveis.

Géis como os carbbmeros e outros polimeros acrilicos necessitam de
neutralizacdo para que adquiram a caracteristica de gel, o pH final deve-se deixar
entre 5,5 e 6,0, por ser mais adequado ao pH cutaneo, e ndo se corre o risco da
desgelificacao por excesso de alcali. (NUNES, 2010).

Durante a preparacdo do gel deve-se evitar o excesso de agua, pois 0S
carbdmeros tem grande capacidade para absorvé-la, resultando em um brusco
aumento da fluidez, descaracterizando o estado de gel, fendbmeno conhecido como
reo-destruicdo. (GONCALVES e OLIVEIRA, 2007).

Os carbémeros que séo polimeros acidos, apos dispersdao em agua, formam
sistemas de estruturas helicoidais resultando em liquidos viscosos, ndo sendo ainda
considerados géis, somente apds submeter o sistema a neutralizagdo
(AUTON,2005)

A neutralizacdo converte os grupos acidos da cadeia polimérica em sua forma
de sal, formando a estrutura estendida com aumento da viscosidade. (GONCALVES
e OLIVEIRA, 2007).

O excipiente gel ou gel base além do agente gelificante e da agua, pode

conter solventes como o alcool e ou propilenoglicol; conservantes antimicrobianos,
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como o metil e propilparabenos ou sistemas de conservantes e estabilizantes como
0 EDTA saodico. (ANSEL et al, 2007).

Do ponto de vista fisico-quimico os géis sao considerados dispersdes coloi-
dais, em geral hidrofilicas, transparentes, pode ocorrer reducédo da viscosidade e
perda da transparéncia quando ativos acidos sao adicionados a esses géis. Os géis
formados pelos carbédmeros possuem comportamento reolégico do tipo pseudo
plastico ou seja, durante a aplicacdo tornam-se mais fluidos, facilitando sua espalha-
bilidade e recuperam sua viscosidade inicial apés o término da aplicacdo.(ZANGUE,
2008)

Os carbémeros séo eficientes modificadores reoldgicos utilizados na industria

cosmética, farmacéutica (humana e veterinaria) e domissanitaria. (ZANGUE, 2008).

2.5 Pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 5% de
seu peso total, que atinge aproximadamente uma &area de 2 m?. Funciona como um
invélucro de protecdo ao meio externo, atuando como uma barreira impermeavel a
muitas substancias. (ANTONIO, 2007).

A pele apresenta inUmeras fun¢des, sendo a principal, a de protecdo, agindo
como barreira contra agentes externos, ajudando a manter a temperatura corporal,
evitando a perda excessiva de agua, de proteger o individuo contra a entrada de
agentes quimicos e ambientais danosos, principalmente os infecciosos (bactérias e
fungos), radiacdo solar, desempenha também funcbes metabdlicas, imunoldgicas e
tateis (CAMELO, 2010, SILVA, 2010).

A pele esta dividida em trés camadas com funcbes distintas, sendo a mais
externa a epiderme, a intermediaria a derme e a mais interna a hipoderme, (Fig. 5).

A epiderme é a parte principal da barreira defensiva. A epiderme se divide em
5 camadas: cOrnea, granulosa, espinhosa e a camada de células basais. A camada
basal encerra as células chamadas germinativas da epiderme, sdo células que se
multiplicam continuamente, de tal maneira que as células antigas sdo empurradas
pelas células mais jovens para a superficie do corpo, a medida que as células
envelhecem, passam a produzir e acumular em seu interior uma proteina resistente,
a gqueratina. (SILVA, 2010).
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As Células de Malpighi ou camada espinhosa possui células chamadas
ceratindcitos que produzem queratina. A palavra espinhosa refere-se a existéncia de
expansdes citoplasmaticas que aproximam e mantém as celulas unidas atraves de
desmossomos, essa organizagcdo mantém as células da epiderme coesas e aumenta
sua resisténcia ao atrito. (PRISTA et al., 1995).

A camada granulosa possui células de aspecto poligonal, achatada, que
encerram granulos de cerato-hialina, granulos lamelares, polissacarideos, glicopro-
teinas e lipidios, que vao auxiliar na formacédo do material interfibrilar da camada
cornea. Além das células basais e dos ceratinécitos, a epiderme é composta pelos
melandcitos as Células de Langerhans. O estrato licido € caracteristico de pele
espessa, e auséncia de nucleos celulares. (MAUTOSEK & CAMPBELL, 2002).

A camada cOrnea € constituida aproximadamente de 40% de proteina
(principalmente queratina) e 20 % de agua, sendo o restante formado por lipidios,
principalmente triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol e fosfolipideos, o es-
trato cérneo é uma camada queratinizada descamativa, constituida de células
epidérmicas mortas, de carater lipidico, parcialmente dessecadas, e de espessura
variavel. (ANSEL, 2005).

A derme, esta localizada imediatamente sob a epiderme, é um tecido con-
juntivo, que contém glandulas, terminacfes nervosas, vasos sanguineos, 0rgaos
sensoriais, fibras protéicas, e anexos, sua espessura varia de 1 a 4 mm, as prin-
cipais células da derme sao os fibroblastos, responsaveis pela producédo de fibras e
de uma substancia amorfa onde ficam mergulhados todos os elementos dérmicos,
sao as fibras da derme que conferem resisténcia e elasticidade a pele. Os anexos da
pele sdo as glandulas sudoriparas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e unhas.

Os vasos sanguineos da derme sao responsaveis pela oxigenacao e nutricao
tanto das células dérmicas quanto das células epidérmicas. A interface entre a
epiderme e a derme, é objeto de investigacdo, pois € neste local que se formam as
vesiculas e papulas de muitas dermatoses. (SILVA, 2010).

A hipoderme é formada por um tecido subcutéaneo e adiposo lobular e bas-
tante difuso, nesta camada penetram grandes vasos sanguineos e ramificacdes
nervosas. (SILVA, 2010).

Segundo Antonio (2007) o pH da pele esta entre 4,6-5,8, € relativamente

acido comparado a pele de outros animais, esse pH influencia na permeabilidade da
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barreira normal da pele e também no processo de queratinizagdo. A sua consis-
téncia € assegurada por um sistema tampao de &cido latico/lactato, pelos acidos
dicarboxilicos do suor, pelos acidos gordos das glandulas sebaceas e pelos
elementos acidos da queratina.

Vérios fatores interferem na absorcao cutanea dos farmacos, em relacédo a
pele podemos citar a espessura, temperatura, grau de hidratagéo, fluxo sanguineo,
concentragdo de lipidios, numero de foliculos pilosos, funcdo das glandulas sudori-
paras, raca, pH na superficie da pele e integridade da pele. (SILVA et al, 2010).

Outros fatores estéo relacionados a formulacédo, a liberacdo e absorcao do
insumo ativo sado influenciados pelas propriedades dos veiculos das preparagoes,
guanto mais oclusivo o veiculo, a hidratacdo do estrato corneo é maior, melhorando
a penetracdo do medicamento, isso porque as substancias oclusivas provocam
aumento da temperatura local da pele e evitam a remocao e evaporacdo do agente
ativo. O transporte percutaneo do principio ativo é facilitado se este possuir baixo
peso molecular se for lipossoluvel e apolar. (SILVA, 2010 e SILVA et al 2010).

As particulas do farmaco inicialmente precisam ser solubilizadas para que
entdo possam sofrer particdo e se difundir passivamente para a interface veicu-
lo/estrato cOrneo. Algumas substancias podem se ligar ou ficar retidas em deter-
minados locais deste, ou entdo sofrer nova particdo para uma segunda interface
estrato corneo/ epiderme viavel (ANSEL et al., 2007).

HIPCDERME

Figura 8 : Estrutura da pele e seus anexos. Fonte : Queiroz, 2008.
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2.6 Estudo de estabilidade preliminar da formulagd  o.

O estudo da estabilidade fornece informacdes que indicam o grau de esta-
bilidade relativa de um produto nas variadas condi¢cdes a que possa estar sujeito
desde sua fabricacao até o término de sua na validade. (BRASIL, 2004).

Muitos fatores podem influenciar na estabilidade de um produto farmacéutico,
0 processo de fabricacdo, o material de acondicionamento, as condigbes ambientais
e de transporte, cada insumo ativo ou ndo que faz parte da formulacdo (BRASIL,
2006).

As alteracdes podem ser devido a fatores extrinsecos, temperatura, tempo,
luz e oxigénio, umidade, material de acondicionamento, micro-organismos, vibragao
ou a fatores intrinsecos, que estdo relacionados com a formulacdo, incompatibi-
lidade fisica e incompatibilidade quimica,( ph, reacdes de oxi-reducao, reacdes de
hidrélise, incompatibilidade entre os componente da formulagdo e ou destes com o
material de acondicionamento). (ISAAC , 2008).

O estudo de estabilidade contribui para orientar o desenvolvimento da formu-
lacdo e do material de acondicionamento, fornecer informacdo para o aperfeicoa-
mento das formulacdes, estimar o prazo de validade e fornecer informagdes para
sua confirmacgédo, auxiliar no monitoramento da estabilidade organoléptica, fisico-
guimica e microbioldgica, fornecendo informacdes sobre a confiabilidade e seguran-
ca dos produtos. (BRASIL, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Obter e caracterizar uma formulacdo semissolida contendo tintura e extrato

padronizados de Arnica montana L, e Aesculus hippocastanum L.

3.2 Especificos para as matérias-primas

>

Validar o laudo contendo as caracteristicas fisico-quimicas e microbio-
l6gicas do extrato e da tintura;

Analisar o comportamento reoldgico do extrato e da tintura;

Obter os perfis cromatograficos do extrato e da tintura em estudo, utilizan-
do cromatografia em camada delgada — CCD;

Obter o perfil térmico da tintura e do extrato liofilizados de Arnica montana
L. e Aesculus hippocastanum L., por Termogravimetria (TG) e Andlise
Térmica Diferencial (DTA);

Obter os perfis cromatograficos da tintura de Arnica montana L., utilizando

cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

3.3 Especificos para a formulacao

Avaliar a estabilidade preliminar

Avaliar os excipientes da formulacdo e suas misturas binarias com a tintura
e o extrato liofilizados por espectrometria na regido do 1V,

Obter o perfil térmico da formulac&o e suas misturas binarias com a tintura
e 0 extrato liofilizado por Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferen-
cial (DTA);

Obter o perfil reoldgico.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal
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Para o estudo foi utilizado a tintura de Arnica montana L., e o extrato fluido de

Aesculus hippocastanum L., o extrato foi adquirido da empresa, Opcao Fenix, e a

tintura da empresa Distriol, ambas sediada em S&o Paulo.Os dados descritos a

seguir, sao resultados das analises do controle de qualidade, conforme o laudo

emitido pelas empresas.

4.2 Laudo de Andlise da Arnica montana L.

Nome cientifico: Arnica Montana L.,

YV V.V V V V V V VYV V V V V V V V V V V VY

Identificagdo botanica:
Familia: Asteraceae
Procedéncia: Brasil

Parte utilizada: Capitulo floral
Cor: Castanho claro

Odor: Caracteristico
Aspecto: Levemente turvo
Densidade Relativa: 0,929 pH: 5,24
Residuo Seco: 2,5%
Concentragao: 20 %

indice de Refracéo: 1,364

Grau Alcodlico: 50

Solubilidade: Soluvel em agua, alcool e seus derivados.

Testes Microbioldgicos:

Contagem total de bactérias: < 10° UFC/g
Fungos e leveduras: <10° UFC/g
Coliformestotais: Ausente

Escherichia. coli: Aasente
Staphylococcus. Aureos: Ausente

Pseudomonas SP: Ausente



>
>
>

Data da Fabricagao: 08/2012
Data de Validade: 08/2015
Lote: TARM 019/2268

4.3 Laudo de Analise da Castanha da india

Nome cientifico: Aesculus hippocastam L.,

YV V V V V V V V V V V V V V V V V

Identificacéo botanica:

Familia: Hippocastanaceae

Procedéncia: Bulgaria

Parte utilizada: Sementes

Cor: Liquido amarelo claro

Odor: Caracteristico

Aspecto: Liquido limpido

Densidade Relativa: 0,902

pH: 6,83

Solubilidade: Solavel em agua, propilenoglicol e élcool,
Concentragao: 50 %

Teor alcodlico: 65%

Contagem total de bactérias: Max. 100 UFC/g
Bolores e leveduras: MAX. 100 UFC/g

Data da Fabricagao: 08/2012

Data de Validade: 08/2015

Lote Interno: L774808

4.4 Reagentes e Solugdes
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Acido sulfarico P.A., acido cloridrico P.A., metanol P.A., éter etilico P.A., lugol,

fosfato de sédio 0,1M, hidroxietilmetacrilato, solu¢cdo de hidréxido de sddio a 1N e

2N, solucdo de hidroxido de amoénio (NH40OH)10 %, solucdo alcodlica de cloreto

férrico 1%. Solucéo de nitroprussianato de sodio, solugdo aquosa de ninidrina a 1%,
solucéo de acido cloridrico (HCI) 5%, solucéo de HCl a 1N e 6N, solucdo de NH40OH

6N, solucdo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina 10%, solu¢do metandlica de

hidréxido de potassio (KOH) 10 %, solu¢céo de anidrido acético, raspas de magnésio,
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agua oxigenada (H202) concentrada,solucdo aquosa de vanilina a 1%,solucdo de
Na,Cos a 25%, formaldeido a 4%, o-dinitrobenzeno a 5%, cloroférmio P.A, carvédo
ativado, anidrido acético, solucéo de p-dimetilaminobenzaldeido, reativo de Pascova,
reativo de Fehling A e B, reativo de Bouchard, reativo de Dragendorff, reativo de
Mayer, reativo de Bertrand e reativo de Keede e acido fosforico (Vetec, Brasil).Meios
de cultivo: lactose, DMSO, Agar nutriente,Agar saboraud, Anforeticina B, escina,
acido clorogénico, acido caféico, rutina, carbopol 940, metilparabeno, propilpa-

rabeno, propilenoglicol, tietanolamina.

4.5 Equipamentos

Estufa termoestatizada Quimis; Balanca analitica modelo BK 500; Poten-
ciometro Meter; Evaporador rotativo Lepron marca Heidolph, Viscosimetro Brokfield
modelo Programmather DV-II, Programa WingatherV1.1, Camara de luz ultravioleta
254 e 365nm; Freezer Eletrolux; Analisador de umidade por IV modelo IV 2000
Gehaka, Liofilizador, L101 Liotop, Banho-maria com termoestato Fisatom; Banho de
ultra-som Maxiclen modelo1450, Analisador térmico modelo DTG-60°H (Shimadzu);
Centrifuga Centribio, Misturador mecanico elétrico fisatom, Refrigerador Consul 340
litros, Ultrafreezer Coldlab. Modelo CL 374- 86 V, Fluxo laminar, Estufa B e D,
bomba a vacuo, espectrofotometro IR Prestige — 21 Fourier Transforme (FT —IR)—
Simadzu e HPLC Waters 2695 com Detector por Arranjo Photodiodo (CLAE/UV —
DAD).

4.6 Métodos/

Todas as analises descritas foram realizadas nos Laboratorios P&D Farma-
céutico e Cosmético, de Fitoquimica, de Controle de Qualidade e Controle Micro-
bioloégico da Faculdade de Farmacia e Laboratérios de Engenharia de Alimentos e
de Medidas Fisicas, Laboratério de Catalise e Oleoquimica do Instituto de Ciéncias

Exatas e Naturais da Faculdade de Quimica da Universidade Federal do Para.
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4.6.1 Validacdo do Laudo de Analise e Caracterizagd o0 quimica, fisica e fisico-
quimica da Tintura de Arnica montana L e do Extrato de Aesculus

hppocastanum L.

Para a validac&o dos laudos foram realizadas analises que serviram também
de parametro para a caracterizagcdo da tintura e do extrato.Conforme descritos
abaixo:

4.6.2 Determinacdo da Densidade Relativa da tintura  de Arnica montana L. e

extrato de Aesculus hippocastanum L.

A andlise da densidade aparente da tintura e do extrato foram realizadas em
triplicata segundo a metodologia proposta pela Farmacopéia Brasileira (2012). Foi
utilizado um picnémetro, limpo e seco, com capacidade para 5 mL, previamente
calibrado, a calibragéo consiste na determinag&o da massa do picndmetro vazio e da
massa de seu conteudo com agua recentemente destilada e fervida.Foi transferidoa
amostra para o picndmetro e ajustada a temperatura para 20 ° C, e pesado. A
densidade relativa foi calculada, determinando a razdo entre a massa da amostra e
a massa da agua ambos a 20°C.

Todas as analises realizadas na caracterizacao fisio-quimica foram realizadas

em triplicata.
4.6.3 Determinacgéo do pH da tintura e do extrato

A determinacdo do pH foi realizada em potencidmetro previamente calibrado
com solucbes tampédo pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem a média de trés
determinacdes independentes (FARM. BRAS., 2012).
4.6.4 Determinacéo do Residuo Seco da tintura e do  extrato

Para uma capsula de fundo plano de cerca de 50 mm de diametro e cerca de

30 mm de altura, transferiu-se 2 mL de cada um dos insumos vegetais separa-

damente. As amostras, em triplicata, foram evaporadas a secura em banho de agua
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e secas na estufa a 105°C durante trés horas. Em seguida, foram arrefecidas em
dessecador em presenca gel de silica anidro R e pesadas. Os resultados foram
expressos em percentagem m/m (FARM. BRAS., 2012).

4.6.5 Determinacédo do teor de solidos da tinturae  do extrato

Para estabelecer-se a quantidade de substancias residuais nao volateis
realizou-se a determinacdo do teor de sdlidos. Para a andlise foi utilizado um
analisador de umidade por infra-vermelho modelo 1V 2000 Gehaka. Da tintura e do
extrato, pesou-se 2 mL. O ensaio foi realizado em triplicata, O equipamento foi
ajustado para as seguintes funcdes: Temperatura de 105 °C, tempo 30 minutos,
Modo de secagem em tempo, opcdo medir teor de sélidos. O resultado foi expresso

em porcentagem.

4.6.6 Controle microbiolégico da tintura de Arnica e do extrato de Castanha da

india..

No procedimento adotado, foi utilizado o método geral de contagem em
placas de microrganismos aerobicos e fungos, coletamos uma aliquota de 1mL da
tintura e do extrato respectivamente, foram transferidos para 9 mL de caldo lactose,
ap6s homogeneizacdo, foram realizados diluicdes decimais sucessivas (10™*a 107),
foi retirado 1 mL de cada diluicdo e semeados em placas com meio de cultura Agar
nutriente contendo Anfotericina B, método geral para bactérias, utilizamos a técnica
de semeadura em superficie, as placas foram incubadas a 37° C por 3 dias. A tintura
e 0 extrato foram também semeados em Agar Saboraud contendo Clorafenicol,
método geral para fungos e incubadas a temperatura de 25° C durante 7 dias. As
analises foram realizadas em duplicata. (ANDRADE, 2005)

4.6.7 Prospeccao quimica do extrato e da tintura.

Na analise fitoquimica do extrato e da tintura, investigou-se qualitativamente a
presenca de metabdlitos secundarios, as analises foram realizadas separadamente
utilizou-se as mesmas quantidades do extrato e da tintura € 0s mesmos reagentes, e

as técnicas estdo descritas a seguir, (BARBOSA, 2001).
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4.6.7.1 Saponinas espumidicas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco de Castanha da india e a mesma
quantidade da tintura de Arnica em 5 mL de agua destilada. Em seguida, diluidos
para 15 mL e agitado vigorosamente durante 2 min em tubo fechado. A camada de

espuma permanecendo estavel por maisde 30 min, indica resultado positivo.

4.6.7.2 Acucares redutores

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco de Castanha da india e da tintura de
Arnica em 5 mL de agua destilada e filtrados. Adicionou-se 2 mL do reativo de
Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B. Aqueceu-se em banho-maria em ebulicéo
durante 5 minutos. Se houver o aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, o

resultado é considerado positivo.

4.6.7.3 Polissacarideos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco de Castanha da india e da tintura de
Arnica em 5 mL de agua destilada e filtrados. Adicionaram-se duas gotas de lugol. O

aparecimento de coloragao azul indica resultado considerado positivo.

4.6.7.4 Proteinas e Aminoéacidos

Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco de Castanha da india e da tintura de
Arnica em 3 ml de agua destilada e filtrada. Adicionou-se 0,5 mLde solucdo aquosa
de ninidrina a 0,1% e aqueceu-se até ebulicdo. O aparecimento de coloragéo violeta
persistente indica resultado positivo.

4.6.7.5 Fendis e Taninos
Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco de Castanha da india e da tintura de

Arnica em 5mL de agua destilada e filtrados. Adicionaram-se duas gotas de solucéo

alcoolica de FeCI3 a 1%. Qualguer mudanca na coloracdo ou formacdo de
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precipitado € indicativo de reacdo positiva, quando comparado com o teste em
branco. Coloracéo inicial entre o azul e o vermelho, € indicativo da presenca de
fendis, quando o teste em branco for negativo; precipitado escuro de tonalidade azul,

indica presenca de taninos pirogalicos, e verde, presenca de taninos catéquicos.

4.6.7.6 Flavonoides

4.6.7.6.1 Geral

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco de Castanha da india e da tintura de
Arnica em 5mL d emetanol e filtrados. Adicionaram-se cinco gotas de HCI
concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de uma coloracdo résea na

solucéo indica reacao positiva.

Por classes :

a) Antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavonon 0is, xantonas, chalconas,

auronas e flavanonois.

Foram dissolvidos 35 mg da tintura e do extrato secos em 20 mL de agua
destilada e filtrados. Transferiu-se para trés tubos de ensaio 3 mL da solucéo (para
cada tubo). Acidulou-se um a pH 3,0 alcalinizou-se os dois restantes a pH 8.5 e
11,0.

» A presenca de coloracdo vermelha em pH 3,0, lilhAs em pH 8,5 e azul
purpura em pH 11,0 indica resultado positivo para antocianidinas e
antocianinas;

> A presenca de coloracdo amarela em pH 11,0 indica resultado positivo
para flavonas, flavondis, xantonas;

» A presenca de coloragcdo vermelha em pH 3,0 e vermelho parpura em pH
11,0 indica resultado positivo para chalconas, auronas;

» A presenca de coloracdo vermelho-laranja em pH, 11,0 indica resultado

positivo para flavanonais.
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b) Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas:

Foram dissolvidos 10 mg da tintura e do extrato secos em 5 mL de agua
destilada e filtrados. Transferiu-se para dois tubos de ensaio 3 mL da solucao (para
cadatubo). Acidulou-se um a pH 1 — 3,0 com HCI e alcalinizou-se os outros a pH11,0
com solucdo de NaOH. Aqueceu-se com auxilio de uma lampada de alcool durante
2 — 3 minutos e observou-se se houve modificagdo na coloragdo, comparando-se
com os tubos utilizados no teste anterior (para antocianidinas, antocianinas,

flavonas, flavonondis, xantonas, chalconas, auronas e flavanonais).

> A presenca de coloracdo vermelho em pH éacido indica resultado positivo
para Leucoantocianidinas;

» A presenca de coloracdo pardo - amarelada em pH acido indica resultado
positivo para catequinas (taninos catéquicos);

> A presenca de coloracdo vermelho - alaranjado em pH alcalino indica

resultado positivo para flavanonas.

c) Flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas:

Transferiu-se para um tubo de ensaio 3mL da solucdo extrativa usada no
teste anterior e acrescentou-se alguns miligramas de magnésio em raspas,e 0,5 mL
de HCI concentrado. Aguardou-se o término da efervescéncia e observou-se, por
comparacao, a mudanca na coloracdo em relacdo aos tubos acidificados dos testes
anteriores. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha € indicativo da

presenca dos metabolitos acima citados.

Alcaldides

Foram dissolvidos 25mg da tintura e extrato secos em 5 mL de solucao de
HCl a 5% e filtrados. Separaram-se quatro por¢cdes de 1 mL em placa de toque e
adicionou-se 3 gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff, Mayer e Bertrand.

Precipitagdo ou turvagdo em pelo menos um tubo € indicativo de resultado positivo.
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Purinas

Numa cépsula de porcelana, juntou-se 5 mg da tintura e do extrato secos trés
gotas de solucédo de HCI 6 N e duas gotas de H202 concentrado (30 %) e evaporou-
se em banho-maria até a formacdo de um residuo coradode vermelho. Juntou-se
trés gotas de solugcdo de NH40OH 6 N. O surgimento de coloracdo violeta indica

reacao positiva.

Glicosidios cardiacos

Foram dissolvidos 25 mg da tintura e do extrato secos em 5 mL de metanol e
filtrados. Separou-se em duas por¢cdes de 2 mL cada e adicionou-se gotas do reativo

de Keede. O aparecimento de coloracdo azul ou violeta indica reagao positiva.

Catequinas

Foram dissolvidos 15 mg da tintura e do extrato secos em 3 mL de metanol e
filtrados. Juntou-se 1mL de solucéo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCI com-

centrado. O surgimento de uma coloragéo vermelha intensa indica reagao positiva.

Derivados Benzaquinonas, Naftoquinonas e Fenantraqu  inonas

Foram dissolvidos 15 mg da tintura e do extrato secos em 3 mL de metanol e
filtrados. Adicionaram-se duas gotas de Na2CO3 a 25%, duas gotas de formaldeido
a 4% e duas gotas de o-dinitrobenzeno a 5 %. Aqueceu amistura em banho-maria. A

coloracéo violeta indica reagao positiva.

Lactonas serquiterpénicas

Foram dissolvidos 15 mg da tintura e do extrato secos em 3 mL de metanol e
filtrados. Adicionaram-se doze gotas de solucdo alcodlica de cloridrato de hidro-
xilamina a 10% e duas gotas de solu¢cdo metandlica de KOHa 10 %. Aqueceu-se

suavemente em banho-maria durante dois minutos. Em seguida, resfriou-se e
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acidulou-se com solugdo de HCl a 1N e adicionou-se uma gota de FeCI3 1%. O

surgimento de uma coloragao violeta indica reacéo positiva.

Esteroides e Triterpendides

Foram dissolvidos 50 mg da tintura e do extrato secos10 mL de cloroformio e
filtrados sobre carvao ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio
completamente seco e adicionou-se 1mL de anidrido acético e agitou-se suave-
mente. Em seguida, adicionou-se cuidadosamente, trés gotas de H2SO4 concen-
trado e agitou-se novamente. O rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul

evanescente ao verde persistente, indicam resultado positivo.

Azulenos

Foram dissolvidos 10 mg da tintura e do extrato secos em 2 mL de cloroférmio
e filtrados. Concentrou-se até 0,5 mL em banho-maria e adicionou 2,5 mL da
solucdo p-dimetilaminobenzaldeido. Aqueceu em banho-maria por cinco minutos e,
apos esfriar em um funil de decantacédo, agitou com 10 mLde éter de petrdleo. Apos
as duas fases ficarem distintas, observou-se a fase aquosa. Se houver presenca de
proazulenos, a fase aquosa adquire coloragcao azul, porém, quando estes estdo em

pequena quantidade, a coloracdo observada é esverdeada.

Carotendides

Foram dissolvidos 15 mg da tintura e do extrato secos em 2 mL de cloroférmio
e filtrados. Juntou-se 2 mL de cloroféomio saturado com tricloreto de antiménio. O

aparecimento da coloragao azul indica resultado positivo.

Depsidios e Depsidonas

Foram dissolvidos 25 mg da tintura e do extrato secos em 5 mL de éter etilico
e filtrados. Evaporou-se todo o éter em banho-maria e juntou-se ao residuo 3mL de
metanol. ApOs agitacdo, adicionaram-se trés gotas de solucdode FeClI3 a 1%. O

aparecimento de coloracéo verde, azul ou cinza, indica reacao positiva.
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Derivados da Cumarina

Foram dissolvidos 25 mg da tintura e do extrato secos em 5 mL de éter etilico
e concentrados em banho-maria até 0,5 mL. Em papel filtro, aplicaram-se gotas da
solucéo etérea, de modo que se formaram duas manchas de aproximadamente 1cm
de didmetro cada. A uma destas, adicionou-se uma gota de solugdo de NaOH 1N.
Cobriu-se a metade da mancha com papel escuro, e expbs-se a outra metade a luz
ultravioleta. Descobriu-se e compararam-se as manchas. O aparecimento de

fluorescéncia azul na parte exposta da mancha indica reacao positiva.

Antraquinonas

Foram dissolvidos 25 mg da tintura e do extrato secos em 5 mL de tolueno e
filtrados. Adicionou-se 2 mL de solugédo de NH40OH a 10 % e agitou-sesuavemente.
O aparecimento de coloragédo résea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indica

reacao positiva.

4.6.8 Obtencao do extrato seco da tintura e do extr  ato

Para a obtencéo do extrato seco da tintura de arnica, foi utilizado 2,5 litros da
tintura, foi transferida para um baldo de fundo chato redondo e acoplado a um
evaporador rotativo para evaporacao do liquido extrator (etanol) e concentracdo da
tintura. Apos a retirada da tintura do rotavapor, foi adicionado butanol para
evaporacao total do etanol, sendo armazenada em potes e conservada em freezer
por 24 horas a temperatura de — 5° C, para ser posteriormente liofilizada.

Para o extrato de Castanha da india, foi usada a mesma técnica, porém para
a retirada total dos residuos de etanol, o extrato foi colado em estufa a temperatura
de 40° C, por 48 horas, armazenados em freezer a -70°C por 24 horas e

posteriormente liofilizadas.
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4.6.9 Liofilizacdo da tintura e do extrato

A tintura e o extrato apOs a concentracdo em evaporador rotativo, foram
congeladas, liofilizadas e acondicionadas em embalagens adequadas para
conservacao de suas caracteristicas. Apés a liofilizacdo tanto o extrato quanto a

tintura foram armazenados em freezer a temperatura de -5°C.

4.7 Espectroscopia na regido do infravermelho da ti  ntura e do extrato

liofilizados de Arnica montana L e Aesculus hippocastanum L.

A espectroscopia da regidao do infravermelho foi realizada com o equipamento
Thermo Electron Corporation IR100 no intervalo de comprimento de onda de 400 a

4000 cm™, utilizando resolucdo de 2 cm™ e Scam 64 cm™.

4.8 Perfil térmico do extrato liofilizado de Aesculus hippocastanum L e da

tintura de Arnica montana L.

A perda de massa do extrato de Aesculus hippocastanumL.e da tintura de
Arnica montana L foram realizados por termogravimetria (TG) e andlise térmica dife-
rencial (DTA).

O equipamento utilizado para a determinacdo das analises térmicas foi a

TermobalangaShimatzu DTG- 60°H, nas condi¢gdes abaixo relacionadas:

Razéo de aquecimento: 5°C/min.;

Peso da amostra: aproximadamente 5 mg;
Faixa de temperatura: 25 — 600°C;
Atmosfera: nitrogénio;

Fluxo: 25,00 mL/min;

Material do cadinho: alumina;

Programa: TA 60 WS;

Graficos: plotados no Origin.

YV V.V V V V V V
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4.9 Perfil reoldgico da tintura de do extrato Aesculus hippocastanum L e da

tintura de Arnica montana L.

A viscosidade depende das caracteristicas fisico-quimicas e das condi¢des de
temperatura do material. O equipamento utilizado para a determinacdo da visco-
sidade foi o viscosimetro rotativo coaxial, Brookfield, acoplado a banho termos-
tatizado e a um computador para uso de software especifico para o equipamento, no
caso o origem, este tipo de viscosimetro tem como principio a velocidade de rotacéo
de eixos metalicos imersos no material ensaiado, e consiste nha medicao do torque
requerido para rodar o sensor imerso na amostra. A temperatura utilizada foi de
30°C. Mediu-se 30 mL da tintura e do extrato separadamente para serem analisados
e 0 sensor foi imerso na amostra, esta foi submetida a velocidades crescentes o que
possibilitou a leitura das viscosidades. Podem ser tracadas curvas ascendente e
descendente, correspondentes a velocidades crescentes e decrescentes, a fim de
serem classificados os sistemas em Newtonianos ou n&o-Newtonianos (BRASIL,
2007).

4.10 Determinagdo do perfil cromatografico da tintu ra de Arnica montana L., e

do extrato de Aesculus hippocastanum L.
4.10.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para a determinacdo do perfil cromatogréfico da tintura de Arnica montana L
por CCD fracionou-se o extrato bruto utilizando solventes de polaridades crescentes.
Preparamos as fragfes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica, sendo
que a fracdo metandlica foi a que apresentou melhor rendimento, a técnica aplicada
foi a de cromatografia por adsorcdo em placa. Para determinar os perfis para
flavondides, utilizou-se como fase estacionaria a silica gel GF 254, e como fase
movel, acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua. (4: 0,4: 0,4: 9), como
houve separacao de fases filtramos através de funil de decantacédo e utilizamos a
parte superior da fase moével. Para preraro das amostras da tintura liofilizada e da
fragcdo hexanica, pesamos 10mg de cada amostra e acrescentamos 1 mL de meta-
nol, em relagdo aos padrées: Acido caféico, Acido clorogénico e Rutina utilizamos na

concentracdo 1mg/ mL em metanol.
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Foram aplicados sobre a placa, a amostra do extrato bruto, a rutina, a fragao
metandlica, o acido caféico e o acido clorogénico, respectivamente, reveladas com
NP/PEG e visualizadas sob luz ultravioleta de 365 jnm.(WAGNER E BLANDT, ).

Para o extrato da Castanhada da India, foi determinado o perfil cromatogréafico
para saponinas, sendo utilizada a mesma fase estacionaria e como fase mével, uma
mistura dos reagentes: n-butanol: acido acético glacial; agua (10:4:16), foram aplica-
dos sobre a placa, solugdo metandlica da tintura e da solucdo padrdo de escina, e
revelada com reagente anisaldeido e visualizada sob luz ultravioleta de 365 nm.
Logo apds, as placas foram fotografadas e o valor do fator de retencéo (Rf) de cada
zona cromatogréfica foi calculado. (WAGNER E BLANDT, ).

4.10.2 Cromatografia em camada delgada comparativa  do extrato de Aesculus

hippocastanum L.

Véarias pesquisas tem demonstrado que a utilizacdo de métodos como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa e cromato-
grafia em camada delgada, sdo métodos eficientes que podem ser utilizados para
confirmar a presenca de principios ativos em extratos e tinturas de plantas medi-
cinais, garantindo a qualidade tanto do insumo vegetal como do produto fitoterapico.
(ALVES et al 2011)

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica qualita-
tiva através da cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), para confir-
mar a presenca do marcador quimico escina no extrato de Castanha da india e

demonstrar a seletividade do método.
4.10.3 Preparacao da amostra e da solucéo padréo

Para a preparacédo da amostra: Dissolveu-se 1 mg do extrato seco de castanha
da india em 1 ml de metanol.
O padréo foi preparado utilizando-se 2 mg do marcador quimico escina diluido
em 1 ml de etanol & 70 %. , que corresponde a um volume de 0,2 cm® ou 0,2 mL.
Foram utilizados 2 fases moveis para o desenvolvimento dos cromatogramas:
Fase mdvel 1: n- butanol: Acido acético: agua ( 40: 10 :50) . utilizou-se a fase

superior.
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Fase movel 2: Cloroférmio: Acido acético glacial: metanol: agua (60: 32: 12: 8)
Para o desenvolvimento dos cromatogramas foram aplicados em placas de
silica gel 64 F,s4 Merck 10 pL da tintura, e a mesma quantidade da tintura junto com
0 padrdo e somente o padrdo, o revelador usado nas duas fases foi o anisaldeido

sulfarico.

4.10.4 Quantificagdo do marcador quimico rutina na tintura de Arnica, por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e validagd o da metodologia.

A validacdo é um método que tem como objetivo garantir, através de estudos
experimentais a confiabilidade dos resultados analisados. (ANVISA, 2003). Para a
quantificacdo da rutina na tintura de Arnica montana L foi realizada por Cromato-
grafia Liquida de Alta Eficiéncia .

Para a validacdo do método foram utilizadas solu¢cbes padrdo de rutina, na
fase movel utilizou-se gradiente linear de acetonitrila e agua ultra-pura acidificada
até pH 3, e o comprimento de onda de deteccdo dentro de um intervalo de 190 nm a
450 nm, estas condi¢cdes foram criadas com o objetivo de obter as primeiras
informacgdes sobre a deteccao e quantificagdo da rutina na tintura.
8.3.1.2 Preparacgao das amostras e da solu¢do padréo

Foram utilizados para a andlise amostras da tintura in natura de Arnica
montana L. do mesmo lote e solu¢gbes padrdo de rutina. As solugbes foram prepa-
radas por dissolugcéo da rutina em metanol, para obter concentragdes de 20, 40, 60,
80 e 100 pg/mL. As solucdes padrao e as amostras foram filtradas por membrana
Milipore 0,45 um e injetados com volume de 10 pL.

Seletividade

E a capacidade de medir exatamente, a substancia de interesse na presenca
de outros componentes, como impurezas, produtos de degradacéo e componentes
da matriz que possam interferir na analise. (ANVISA, 2003). A seletividade do
método foi avaliada através da identificacdo do flavondide rutina na amostra
comparando os tempos de retencdo dos picos da tintura e o tempo de retencéo do
padrdo utilizado como referéncia e também pela comparagdo dos espectros da
tintura com o espectro do padréo de referéncia. (NUNES, 2008).

Linearidade
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Corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada
faixa de aplicacdo. A linearidade do método foi avaliada empregando-se concen-
tracOes crescentes da solucao padrao de rutina de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL. Cada
concentracao foi injetada em quintuplicata no cromatégrafo, em volume de 10 uL. As
médias das areas de cada concentracdo de rutina foram plotadas no eixo das
ordenadas e as respectivas concentracfes nas abscissas. A equacdo da reta foi
obtida pelo método dos minimos quadrados e expressa por y= a + bx, onde o
coeficiente angular (a) é a inclinacdo da reta em relacdo aos eixos e o coeficiente
linear (b) é a intersecdo da reta com o eixo y. A faixa linear de trabalho foi
determinada por intermédio do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) (FDA, 2001;
ANVISA, 2003, NUNES, 2008).

Intervalo

E a faixa entre os limites de quantificagio superior e inferior de um método
analitico. Normalmente, é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacdo
pretendida do método (BRASIL, 2003). Desta forma, a faixa de intervalo empregada
(20 a 100 ug/mL) para analise quantitativa, foi estabelecida de acordo com a média
das absorc¢des encontrada para rutina (alcance de 80% a 120%).

Curva de calibracao

A curva de calibracdo para a rutina foi construida considerando a faixa do
intervalo encontrado para a rutina. Sendo assim, as médias das areas de cada
concentracdo de rutina foram plotadas no eixo das ordenadas e as respectivas
concentracbes nas abscissas. A regresséo linear foi realizada para obtencédo da
equacao da reta (y= a + bx) e o coeficiente de Pearson (r) para avaliar a correlacéo
entre a concentracdo e a relacédo das areas (FDA, 2001; ANVISA, 2003).
Repetibilidade (preciséo intra-corrida)

A repetibilidade do método foi verificada através da injecdo em sextuplicata da
tintura in natura de caléndula no cromatografo, em um uanico dia, e calculado o
coeficiente de variacdo das injecOes para expressar a precisdo do método (FDA,
2001; ANVISA, 2003).

Preciséo intermediaria (preciséo intra-corrida):

Esta propriedade foi verificada pela medicdo em cromatégrafo, de trés com-

centracdes, baixa (20 pg/mL), média (60ug/mL) e alta (100 pg/mL) com trés réplicas
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cada em dias diferentes, por dois analistas diferentes. Calculo da precisédo: A pre-
cisdo pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de

variacdo (CV%), segundo a formula:

DpP
DPR =

cMD x100

Onde: DP é o desvio padrdo e CMD € a concentracdo média determinada. Nao se
admite variacdo acima de 5%.
Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados no programa de estatistica Bioestat 5.0 e
EXCEL®.

4.10.5 Obtencao da formulacdo contendo extrato de Aesculus hippocastanum

L e tintura de Arnica montana L.
4.10.6 Obtencao da Formulacéao.

Para obtencdo do excipiente empregamos uma base gelificante hidrofilica
muito utilizada como forma farmacéutica semi-solida,um polimero do acido acrilico, o
Carbopol 940, para a preparacdo do Gel base da formulacdo, pesou-se cada
componente do excipiente separadamente em um béquer, o carbopol 940, propile-
noglicol, metilparabeno, propilparabeno e adicionamos g.s.p de &agua purificada
obtida por osmose reversa e submetemos todos esses insumos a acao de um
misturador mecéanico elétrico, com rotacdo de 1000 rpm durante 10 minutos, o
resultante foi passado por um tamis de malha n°40 para outro béquer, e acrescetou-
se aos poucos (.s de trietanolamina até a formacdo de gel, este gel foi
acondicionado ficando em repouso por 24 horas, passando o periodo de repouso, foi
incorporado a tintura de Arnica montana L. na concentracdo de 5% e o extrato de

Aesculus hippocastanum L. na concentragéo de 10%.
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4.10.7 Controle microbioldgico da formulagdo semi-s olida contendo tintura de
Arnica montana L . e extrato de Aesculus hippocastanum L.

O objetivo desta analise foi verificar se houve contaminacéo, do produto apos
a manipulacdo da formulacéo. Utilizamos a mesma técnica empregada nas analises
da tintura e do extrato. Pesamos 1 grama da formulagéo e transferimos para 9 mL
de caldo lactose, foram realizadas diluicbes decimais sucessivas, 1 mL de cada
diluicdo, foram semeadas em placas de Agar nutriente e incubadas a 37° C durante
3 dias, método geral para bactérias e em placas de Agar Saboroud, método geral
para fungos e incubados a 25° C por 7 dias, as analises foram realizadas em
duplicata (ANDRADE, 2005).

4.10.8 Teste de Centrifugacao

As andlises foram realizadas em triplicata, pesou-se 5g do gel contendo o
extrato de A. hippocastanum L e da tintura de Arnica montana L, em tubo de
centrifuga, utilizou-se as seguintes condi¢cdes experimentais: velocidade de rotacéo
3.000 rpm, tempo de duracéo de 30 minutos e temperatura ambiente (25° C + 2° C).
Apés a centrifugacdo, a amostra mostrou-se estavel, pois ndo ocorreu separacao de
fases, sendo posteriormente submetida aos testes preliminares de estabilidade:
estresse térmico, determinacdo do pH, da densidade e avaliagdo de suas

caracteristicas organolépticas (FARM. BRAS., 2012).

4.10.9 Teste de estresse térmico

Apés a manipulacdo da formulagdo, a mesma permaneceu em repouso por
24 horas. A preparacdo semi-solida fitoterapica foi acondicionada em 12 potes de
vidros opacos, com cerca de 30 gramas cada. As amostras foram separadas em trés
grupos, sendo o primeiro grupo colocado em estufa a temperatura de 45 + 2 °C, o
segundo em geladeira a 5+ 2°C e o terceiro grupo foi usado como controle sendo
armazenado em temperatura ambiente (25 = 2°C). As amostras colocadas na estufa
e geladeira foram submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento e

analisadas, em relacdo as caracteristicas organolépticas, variacdo de pH e densi-
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dade, as amostras foram avaliadas durante 12 dias ou seis ciclos, utilizando-se
como referéncia as amostras armazenadas a temperatura ambiente .(BRASIL,
2004).

4.10.9.1 Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas auxiliam a determinar os parametros de
aceitacdo do produto pelo consumidor. Durante as andlises foram observados o

aspecto, a cor e o odor da preparacao.(FARM. BRAS., 2012).

4.10.9.2 Caracteristicas Fisico-quimica

4.10.9.3 Analise do pH

O método utilizado para a determinagédo do pH da formulagéo foi realizada
em potencidbmetro calibrado com solug¢do tampéo pH 4,0 e 7,0, as amostras foram
dispersas em agua recém-destilada na proporcdo de 1:10. A determinacédo é feita
pela medida de diferenca de potencial entre dois eletrodos imersos na amostra. As
andlises foram realizadas em triplicata (FARM. BRAS., 2012).

4.10.9.4 Andlise da Densidade

Para determinacdo da densidadje foi utilizado um picnémetro metdlico, pois
as amostras eram semi-soélidas. Pesou-se o picnémetro vazio e anotou-se seu peso.
Depois se encheu completamente com &gua recém-destilada, evitando-se a
formacdo de bolhas, e pesou-se novamente, a agua foi descartada e pesou-se 0
picnbmetro limpo e seco com a amostra. A andlise foi realiza em triplicata, a
temperatura e umidade controladas, temperatura proxima a 20° C e umidade
variando entre 20 e 22% (FARM. BRAS., 2012).

Célculos :
D= densidade
Mo= massa do picnémetro vazio, em gramas

Mi1= massa do picndbmetro com agua recém destilada, em gramas
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M2 = massa do picndmetro com amostra, em gramas.

M2—Mo

Mi—Mo

4.10.9.5 Comportamento reolégico da formulacdo

O equipamento utilizado para a determinacdo da viscosidade foi o visco-
simetro rotativo coaxial, Brookfield, & formulacdo foi submetida as mesmas
condi¢Bes dos extratos de arnica e da castanha da india. Mediu-se 30 gramas da
formulacdo para ser analisada e o sensor foi imerso na amostra, foram tracadas
curvas ascendente e descendente, o que leva a classificar os sistemas em
Newtonianos e Nao-Newtonianos. (BRASIL, 2007). As formulacdes semissélidas
geralmente ndo obedecem a lei de Newton, sendo consideradas fluidos N&o-

Newtonianos.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Caracterizacdo quimica, fisica e fisico-quimica das tinturas de Arnica

montana L. e do extrato de Aesculus hippocastanum L.

Determinacdo da densidade aparente, pH , residuo seco e teor de sélidos da
tintura de Arnica montana L. Os resultados obtidos para densidade aparente, pH ,

residuo seco e teor de soélidos da A. montana L., estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Densidade aparente, pH, residuo seco e teor de solidos da tintura de Arnica montana L.

TESTES N DETERMINACOES (d. p)
pH 3 5,17 +0,05
Densidade 3 0,96 (g/cm®) + 0,002
Residuo seco 3 2,40 (%) £ 0,02
Teor de sdlidos 3 0,5 (%) =0,07

5.2 Determinacdo da densidade aparente, pH , residu o0 seco e teor de solidos

da tintura de Aesculus hippocastanum L.

Os resultados obtidos para densidade aparente, pH , residuo seco e teor de

sélidos da Castanha da india L., estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: densidade relativa, pH, residuo seco e teor de solidos do extrato de Aesculus

hippocastanum L.

TESTES N DETERMINACOES (dp)
pH 3 5,98 + 0,01
Densidade 3 0,91 (g/cm®) + 0,004
Residuo seco 3 2,48 (%) + 0,05

Teor de sdlidos 3 2,4 (%) +£0,04




5.3 Validacao do Laudo de Anadlise da Tinturade  Arnica montana L.

Os resultados obtidos da tintura de Arnica montana L., estdo descritos na
tabela 3.

Tabela 3: Validagao do laudo de andlise da tintura de Arnica montana L

ITENS TESTES ESPECIFICAQOES RESULTADOS VALIDA(;AO
1 pH 40 -8,0 5,24 5,17

2 Densidade 0,900 - 0,980 0,929 0,963

relativa

3 Residuo seco <=2,5% 2,5% 2,4 %
4 Grau alcodlico 30° - 60° GL 50°GL

5 Aspecto Levemente turvo De acordo De acordo
6 Cor Castanho claro De acordo De acordo
7 Odor Caracteristico De acordo De acordo
8 Contagem de Méax 1000 UFC/g De acordo Ausencia

Bactérias
9 Fungos/leveduras Max. 100 UFC/g De acordo Ausencia

5.4 Validacao do Laudo de analise do extrato de  Aesculus hippocastanum L.

Os resultados obtidos da tintura de Aesculus hippocastanum L., estdo

demonstrados na tabela 4.

Tabela 4: Validacao do laudo de andlise do extratode Aesculus hippocastanum L.

~ ITENS  TESTES  ESPECIFICAGOES  RESULTADOS  VALIDAGAO
1 pH 45-7,2(/ 0,5) 6,83 598
2 Densidade 0,90 - 0,978 0,902 0,91
relativa
3 Solubilidade agua, alcool e Solavel Solavel
propileno
Concentracéo 10a 50 % 50 %
Teor alcodlico 35,0- 70,0 % 65 %

Aspecto Liquido limpido De acordo De acordo
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Cor Amarelo claro De acordo De acordo

Odor Caracteristico De acordo De acordo

9 Contagem de Méax 1000 UFC/g De acordo Ausencia
Bactérias

10 Bolores/leveduras Max. 100 UFC/g De acordo Ausencia

A eficacia e seguranca de um medicamento fitoterapico esta relacionada a
sua qualidade. Para o desenvolvimento de um produto fitoterapico faz-se necessario
a utilizacdo de metodologias analiticas que identifiquem a espécie estudada e que
0s metabdlitos secundarios responsaveis pela acdo terapéutica estejam presentes
na quantidade adequada para produzir o efeito esperado. Como as plantas séo
seres vivos, as substancias responsaveis pela atividade farmacolégica sofrem acéo
do meio ambiente, tais como: clima, cultivo, local e hora da colheita, o tipo de solo,
entre outros, por essa razdo € importante a padronizagdo dos insumos vegetais e
validacdo das metodologias analiticas, para assegurar a producdo uniforme em
todos os lotes da producdo para garantir a acdo terapéutica desejada e a
estabilidade do produto final. (NUNES, 2008; LEITE, 2009).

Os ensaios de controle de qualidade devem ser realizados também nos
excipientes, embalagens, produtos em processo e produto acabado, e a producéo
deve ser de acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo pois cada um destes
fatores influencia na qualidade, biodisponibilidade e seguranca do produto fitote-
rapico. (ANDRADE et al, 2005).

Como o objetivo do nosso trabalho € o desenvolvimento e caracterizagédo de
uma formulacdo semissoélida fitoterapica contendo a tinturas de Arnica montana L., e
do extrato de Aesculus hippocastanum L, e validar esta formulacdo. Nesta primeira
etapa experimental do trabalho iniciamos com a padronizacdo da tintura e do extra-
to, pois as mesmas foram adquiridas por fornecedores diferentes, realizamos a
validacdo dos Laudos dos fornecedores contendo as caracteristicas fisico-quimicas
e microbioldgicas das duas espécies vegetais.

A caracterizacdo da tintura e do extrato foi baseada na determinacao de seu
pH, densidade, residuo seco e teor de sdélido. O pH da tintura de arnica foi 5,17
estando dentro das especificacbes da Farmacopéia Brasileira que varia de 4,0 a 6,0,
este resultado indica um produto estavel. A densidade da tintura de arnica foi de

0,96 g/mL, dentro da faixa que varia de 0,93 a 0,97g/mL, correspondente a densi-
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dade de tinturas a temperatura de 15°C a 2 °C, utilizando-se o método do
picndmetro (ANVISA 2004).

O teor de sdlidos esta relacionado ao teor de agua e substancias volateis da
tintura a 105°C apresentou um valor de 0,5% esta dentro do que estabelece a
Farmacopéia Brasileira V Ed., o residuo seco apresentou um valor de 2,4 , se
encontra dentro da faixa(< = 2,5), estes dados fornecem informacdes acerca do
rendimento da extragdo, jA que o estado de integridade das estruturas celulares,
sofre influéncia da secagem expondo-as mais ou menos ao contato com O0s
solventes (CAMELO ,2010). Aléem do mais, é importante conhecer quantitativamente
0 conteudo de agua presente na matéria-prima vegetal, tanto do ponto de vista
tecnologico como de producgéo (OLIVEIRA et al. 2001).

Para a caracterizacdo do extrato de castanha da india, a densidade foi de
0,91 a faixa aceitavel é de 0,90 a 0,97g/mL, o valor pH foi de 5,98, estando dentro
da faixa estabelecida de 4,5 a 7,2., este resultado representa um dado determinante
na escolha dos adjuvantes empregados na formulagéo fitoterapica, além de ser um
fator de influéncia na estabilidade de formulacées (MACIEL et al., 2006). O
percentual de residuo seco do extrato obtido foi de 2,5 % e teor de solidos de 2,4,
estando todos os resultados dentro dos parametros estabelecidos pela Farmacopéia
Brasileira e dos laudos dos fornecedores.

Todos estes ensaios sao importantes para assegurar a qualidade, atendendo

a uma especificacéo pré-estabelecida.

5.5 Controle microbioldgico da tintura e do extrato

ApOs a caracterizagao fisico-quimica da tintura e do extrato, foram ralizados
0S ensaios microbiologicos de produtos ndo estéreis. Em relacdo ao controle
microbioldgico da tintura e do extrato, o objetivo inicial foi comprovar a auséncia de
microorganismos patogénicos, para cada insumo vegetal foi utilizadoo método geral
para identificacdo de bactérias ( Agar nutriente) e um método geral para leveduras e
fungos, (Agar saboroud). A contaminacdo microbiana de um produto pode acarretar
alteracdes em suas propriedades fisicas e quimicas, afetando assim sua estbilidade,
pode ocasionar a perda da eficicia terapéutica e ainda caracterizar risco de infec¢ao
para o usuario. (ANDRADE et al, 2005;YAMAMOTO et al, 2005).
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Os resultados obtidos foram todos negativos como estdo demonstrados nas
figuras 9 e 10, indicando que os insumos vegetais estavam adequados para serem

utilizados nas analises.

Figura 9: Imagens do resultado negativo jem Caldo Lactose.

Figura 10: Imagens do resultado negativo do cultivo de superficie para crescimento de bactérias

(Agar Nutriente), leveduras e fungos (Agar Saboroud)



5.6 Prospecgéo quimica da tintura de  Arnica montana L.. E DO EXTRATO DE
Aesculus hippocastanum L..

Por meio da andlise fitoquimica realizada segundo metodologia proposta por
Barbosa (2001), foi possivel estabelecer o perfil quimico da tintura de Arnica
montana L e Aesculus hippocastanum L, parametro preliminar para o controle de
qualidade e caracterizacdo da matéria-prima. A Tabela 5 demonstra os metabdlitos
secundarios identificados no extrato de castanha da india que foram os agucares
redutores, flavondides, saponinas e taninos. A presenca das saponinas represen-
tada pela escina que € o metabdlito secundario responsavel pela atividade farmaco-
l6gica da Castanha da india foi um dos importantes indicios para a certificacdo da
identidade da matéria-prima em estudo. Os metabdlitos secundéarios encontrados na
tintura de arnica foram: Alcaldides, cumarinas, saponinas e taninos. Apesar do resul-
tado ter dado negativo para as lactonas sesquiterpénicas e flavondides que sdo os
principais metabdlitos secundarios responsaveis pela atividade farmacoldgica da
espécie , conforme visualizado na tabela. Isso pode ser devido essas analises serem

baseados em reativos de cores e precipitagdes dando resultado falso negativo.

O resultado do screening fitoquimico pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 5: Prospeccao Quimica.

Prospeccéo Quimica Arnica Montana Castanha da india

Acidos organicos - -
Acucares redutores - +
Alcaldides + -
Antraquinonas - -
Azulenos - -
Carotenoides - -
Catequinas - -
Cumarinas + -
Depsideo e depsidonas - -
Esterdides e triterpendides + -
Flavondides - +

Glicosideo cardiaco - -
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Polissacarideos - -
Proteinas e aminoacidos - -
Purinas - -

Sesquiterpenolactonas e - -

outras Lactonas
Saponinas + +

Taninos + +

5.6 Cromatografia em camada delgada da tintura de Arnica montana L e do

extrato de Aesculus hippocastanum L.

A Cromatografia em Camada delgada, é uma técnica analitica extremamente
simples, rapida e de baixo custo é uma técnica importante para a identificacdo de
substancias presentes em fitoterdpicos. Esta consiste na separacdo dos
componentes de uma amostra por migracao diferencial sobre uma fase estacionaria
de silica gel retida sobre uma superficie plana por acdo da fase movel constituida
por uma mistura de solventes em proporc¢des diferentes (ROCHA, 2006; COLLINS et
al, 2006).

A utilizacdo de cromatogramas como a “impressao digital” de uma determi-
nada amostra, podera ajudar na identificacdo de amostras auténticas e auxiliar na
identificacdo de possiveis compostos utilizados em uma adulteracdo da mesma.

O perfil cromatografico da tintura de arnica, obteve-se trés zonas cromatograficas
(figura 11) de cor laranja provavelmente referentes a Rutina, o primeiro Rf= 0,12, o
segundo Rf= 0,31 e o terceiro Rf= 0,50, tanto do extrato bruto quanto da frac&o
metandlica, e duas zonas cromatograficas azul florescentes Rf=0,25 e 0,44

correspondente ao acido clorogénico.
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— Rf 0,50
e— Rf 0,44
— Rf 0,31
_ Rf 0,25
—) Rf 0,12

Figura 11: Analise por CCD da tintura de Arnica montana L. Eluente: acetato de etila: acido acético
glacial: acido férmico: agua (4: 0,4: 0,4: 9 ); revelador: NP/PEG. Observagéo sob luz UV 365nm; esq=

tintura, padrao rutina, fragdo metandlica, acido caféico e acido clorogénico respectivamente.

O perfil cormatografico obtido por CCD mostrou a separagdo de saponinas
(escina) presentes na tintura da Castanha da india, a mancha cromatografica so
pode ser visualizada apos a revelacdo com anisaldeido, obteve-se um valor de Rf=
0,37 muito semelhante ao padréo de escina utilizado, que pode ser visualizado na
Figura 12.
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— Rf=0,50

> Rf=0,37

— Rf=0,12

Figura 12: Andlise por CCD do extrato de Aesculus hippocastanum L. Eluente: cloroférmio: acido
acético glacial: metanol: agua (12: 6,4: 2,4: 6); revelador: anisaldeido. Observacao sob luz UV 365nm;

esq = tintura e dir = padrao escina.

5.8 Avaliagdo do comportamento reoldgico da tintura

As caracteristicas reolégicas sao propriedades importantes a serem conside-
radas na fabricacdo, estocagem e aplicacdo de produtos de uso topico. Os ensaios
de reologia servem de parédmetros para o controle de qualidade de produtos
cosmeéticos e farmacéuticos como também para a verificagdo do prazo de validade
destes produtos. A reologia estuda a deformacao e o escoamento de corpos sélidos
ou fluidos. A reologia auxilia na avaliacdo da natureza fisico-quimica das matérias
primas, de tal forma que torna possivel detectar sinais precoces de instabilidade
(Pianovski, et al. 2005. Corréa, et al. 2008).

Na reologia os sistemas podem ser definidos como Newtonianos e nao-
Newtonianos que normalmente sdo representados por 3 tipos de curvas: plastica,
pseudoplastica e dilatante (Ansel, 2007). No caso dos extratos como sédo fluidos

apresentaram um comportamento Newtoniano, a viscosidade permaneceu constante
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independente da tensdo e da taxa de cisalhamento empregada como esta demons-

trado na figura 13.

Pianovski, et al. 2005. Corréa, et al. 2008).

5
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Figura 13: Perfil reoldgico da tintura de Arnica montana L

A figura 14, mostra o Perfil reoldgico da tintura de Aesculus hippocastanum L.,
a viscosidade permaneceu constante, independente do tempo e da velocidade de

deformacéo aplicados.
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Figura 14: Perfil reoldgico da tintura de Aesculus hippocastanum L

5.8 Cromatografia em camada delgada comparativa do extrato de Aesculus

hippocastanum L.

Estudos tem demonstrado que os perfis cromatograficos podem sofrer altera-
cOes, decorrentes das condicfes climaticas, diferentes tipos de cultivo, variedades
botanicas, tempo e tipo de secagem utilizadas entre outros fatores que podem
modificar os constituintes, principalmente os metabdlitos secundarios responsaveis
pela atividade farmacologica das plantas medicinais. (BATISTIC, et al,. 2004).

Para analisar a seletividade da metodologia, utilizou-se como parametro de
avaliacdo a comparacédo do fator de retencédo (Rf) do extrato de Aesculus hippo-
castanum L com o fator de retencéo (Rf) da substancia de referéncia.

Conforme o resultado pode ser observado nos cromatogramas produzidos a
partir do extrato, conforme demonstrado nas figuras 16 e 17, o mesmo perfil quimico
do marcador utilizado (escina), o que foi suficiente para estabelecer a presenca da
substancia responsavel pela atividade farmacoldgica da planta analisada.

A metodologia se mostrou eficiente, reprodutivel e adequada para demonstrar

a seletividade do método.
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Rf=0,31

Figura 15: Andlise por CCDC do Aesculus hippocastanum L.. Eluente: n-butano : &cido acético
glacial : agua (40: 10: 50 ). Revelador: anisaldeido sulfdrico; esq= extrato, centro = extrato+ padréo

(escina), direita = padrao escina.

Rf=0,43

Figura 16: Analise por CCDC do Aesculus hippocastanum L.. Eluente: cloroférmio: acido acético
glacial : metanol: dgua (64: 32: 12: 8 ). Revelador: anisaldeido sulfurico; esg= extrato, centro =

extrato+ padrdo (escina), direita = padrdo escina.
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5.10 Analise quantitativa da rutina na tintura de Arnica montana L. por Croma-
tografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

5.10.1 Validacdo do método

5.10.2 Condi¢des cromatograficas

As condicbes cromatograficas que foram utilizadas para validacdo da

metodologia analitica estdo apresentadas nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Parametros cromatogréficos utilizados para a validagdo da metodologia analitica.

Parametro Condicao
Detecgéo UV (A=250 nm)
Fluxo 1 ml/min
Coluna Elipse XDB C18
Fase movel Gradiente linear de acetonitrila e

agua ultra pura pH=3 ajustado com
ac. trifluoacético (TFA)

Volume de injegéo 10 pl

Temperatura de forno 26°C (+ou — 1°C)
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Tabela 7 : gradiente de ebulicdo utilizado na analise .

Tempo %H,0 %CH3CN Fluxo (ml/min)
(min)
0 88 12 1,0
10 82 18 1,0
15 82 18 1,0
30 55 45 1,0
35 0 100 1,0
42 0 100 1,0

5.10.3 Seletividade

Nestas condi¢cbes cromatograficas, os tempos de retencdo dos picos
referentes a rutina padrdo, mistura (padrdao + tintura) e in natura, foram de 11,44;
10,87 e 10,84 min, respectivamente. Estes, estdo apresentados nos cromatogramas
da Figura 18.

Segundo a resolucdo 889/2003 da ANVISA, para que esse quesito seja eficaz
€ necessario demonstrar a capacidade que o método possui de medir exatamente
um composto em presenca de outros componentes taiscomo impurezas, produtos
de degradacdo e componentes da matriz. Para o teste de identificagdo é necessario
demonstrar a capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas
relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencéo de
resultados positivos em amostras contendo o farmaco. Isso foi observado atraves da

identificacdo da rutina na amostra in natura com tempo de retengéo 10,84 min.



92

0,055 A

0,050

1,140

0,045
0,040
0,035
0,030
0,025
0,020
0,015
0,010

0,005 l J

0,000 o

o.00 2,00 2.00 6.00 8,00 10.00 12.00 1

0,070

40070
Y

0,060
0,050
0,040
0,030
0,020
0,010

0.000—J

0.00 2.00 .00 6.00 8.00 10,00 12,00 1

0,110
0,100
0,090
0,080
0,070
0,060
0,050

0,040

10644

0,030

0,020+
> LL_A,\
0,000

0.00 2.00 =.00 .00 8.00 10.00 12,00 a1

Figura 17 : cromatogramas: (a) amostra padréo de rutina, (b) arnica+padréo, (c) tintura arnica.
5.10.4 Linearidade

A linearidade do método, juntamente com as equacdes da reta e os coeficientes
de correlacdo de Pearson (r) para a rutina, estdo expressos na Figura 19, como
recomendacao feita para a satisfacdo do quesito linearidade recomendado pela
resolucéo 889/2003, todos os graficos devem ser exibidos. Em a; b e c temos as

correspondéncias do 1°, 2° e terceiro dia respectivamente. O valor encontrado para
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a figura 20-d, que € a curva média de todos os valores satisfaz a exigéncia da
resolucdo uma vez que o minimo aceitavel indicado por esta em relacdo ao

coeficiente de correlacédo de Pearson (r) € 0,99.

1000000 o - ; 1000000
y Sodax=d 180 y=10109x - 9868
R’=0,999 et a0
800000 - 800000 -
600000 ~ 600000 o
400000 - 400000 -
200000 4 A 200000 4 B
T T T T . T T T T T T
20 40 60 80 100 20 40 60 80 100
1dia 2° dia
1000000 ~ ] 1000000 —
y=10051x-2158 ) y=10049x - 4395
3
R’=0,999 R’=0,999
500000 - r 800000 -
@
>
800000 - " € 600000
©
£
<
400000 - n 400000 -
200000 4 [} C 200000 4 D
T v T ¥ T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 20 40 60 a0 100
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Figura 18 : representacao grafica da linearidade da rutina; (a) 1° dia, (b) 2°dia, (c) 3° dia, (d) média.

As areas obtidas frente as diversas concentracoes sdo apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8: Linearidade da rutina.

Rutina pg/ml N Média das areas
20 5 192.356
40 5 399.459
60 5 601.967
80 5 804.041
100 5 994.998

N= numero de determinacdes.
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5.9.5 EXATIDAO

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, utilizando 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada. A exatidao é expressa pela relacdo entre a concentracdo meédia deter-
minada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente (889/2003):

concentragdo média experimental

Exatidao = — — x 100
concentracgao teodrica

Os valores utilizados para determinar a exatidao estdo expressos na tabela 9

descrita abaixo:

Tabela 9 : Exatiddo do método

Concentracao tedrica Conc. Experimental Exatidao parcial
20 19,80 99,31
60 59,97 99,94
100 98,89 99,89
Exatid&o total - 99,38%
(média)

Tal quesito mostrou-se satisfatério, uma vez que a literatura relata que néo

sao aceitaveis desvios de exatidao acima de 15%

5.10.6 Repetibilidade (Preciséo intra-corrida)

7

A repetibilidade do método é verificada utilizando-se, no minimo, 3 (trés)
concen-tracoes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de variacdo do proce-
dimento, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinagbes por concentracdo. A
precisdo deve ser determinada em uma mesma corrida (preciséo intra-corrida). Pode
ser expressa como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%),
nao se admitindo valores superiores a 15% de precisédo. A determinacéo da precisao

inter-corrida é realizada utilizando a seguinte equacéao:



DP
DPR =

D x100

Onde DP é o desvio-padrédo e CMD a concentracdo meédia determinada. Os dados

utilizados para a determinagao da repetibilidade estéo exibidos na tabela 10.

Tabela 10 : intervalo para a determinacédo da repetibilidade.

N Area 60 ug/ml Concentracao
1 613.724 61,51
2 614.010 61,54
3 611.092 61,25
4 617.469 61,88
5 614.113 61,55
6 633.013 63,43
Média ( CMD) 617.236,83 61,86
Desvio-padréo (DP) 7.990,13 0,80

Utilizando qualquer dos valores que apresentam-se na mesma coluna obtém-se o

mesmo resultado:

)

DPR =156

x100 =1,2%

que corresponde a 1,2% muito abaixo do limite de 15% determinado pela resolucéo

da ANVISA, isso mostra que tal quesito encontra-se em acordo com a resolucao.

5.10.7 Precisao intermediaria (Precisao inter-corri  das)

Precisao intermediaria (preciséo inter-corridas) é definida como concordancia
entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacao da preciséo
intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas dife-

rentes.



A analise desse quesito € feita beseado no coeficiente de correlacdo, onde o
mesmo é o resultado da divisdo do desvio-padrdo pela concentracdo média, ndo
podendo apresentar valores superiores a 15%. Como pode ser observado na tabela
11, nenhum intervalo superou o limite estabelecido pela ANVISA, mostrando que o
meétodo € eficiente e eficaz e que encontra-se de acordo com as determinacfes da

mesma.

Tabela 11 : dados para calculo da preciséo inter-corrida.

Concentracao
1° dia 2° dia 3° dia média D.Padrao CV (%)
20 18,88 20,07 19,84 19,60 0,63 3,23
Analista 1 60 59,56 59,33 58,87 59,25 0,35 0,59
100 104,12 103,79 103,72 103,88 0,21 0,20
20 20,04 19,94 19,60 19,86 0,23 1,15
Analista 2 60 60,25 59,92 59,72 59,97 0,27 0,45
100 99,42 98,75 98,89 98,89 0,48 0,45

Segundo a RE 899/03 (ANVISA) para andlises quantitativas de principios
ativos em matérias primas vegetais, é exigido que o método apresente os seguintes
parametros: seletividade, linearidade, exatidao e repetibilidade (precisao intra e inter-
corrida).

A primeira etapa realizada para o estabelecimento da metodologia de quantifi-
cacdo da rutina na tintura foi & adequacdo das condicbes cromatogréaficas idéias
para estd analise. Apds o estabelecimento das condigbes cromatograficas ideais
para a validacdo, foi realizada a seletividade do método, jA que este parametro
possui a capacidade de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes (ANVISA, 2003). Os resultados dos testes confirmam a presenca de
rutina na tintura.

A linearidade apresentou baixa dispersdo dos pontos experimentais com
relacdo de areas diretamente proporcionais as concentra¢cdes dos analitos, que foi
caracterizado pelo coeficiente de correlacdo (r) superior a 0,99, critério minimo
aceitavel pela legislacdo em vigor.

A repetibilidade do meétodo (precisdo intra-corrida) avaliada a partir do
coeficiente de variacdo das areas da tintura apresentou valores adequados segundo
as recomendacdes vigentes, isto €, inferior a 15% (FDA, 1994; ANVISA, 2003).



97

5.10.7.1 Perfil espectroscoépico da tintura de  Arnica montana e dos marcadores
guimicos.

No espectro de infravermelho do extrato etandlico (tintura) da arnica (figura
20), observam-se bandas que podem indicar a presenca dos principais marcadores
da espécie (rutina, acido caféico e acido clorogénico), como a banda larga e
intensa/forte em regido de alta frequéncia em torno de 3500 — 3045 cm™ , assim
como bandas de estiramento de ligacdo C-H do tipo sp® presentes principalmente
nos acucares do acido clorogénico e da rutina. Além disso, evidenciam-se a
presenca de bandas intensas e sobrepostas na regi&o em torno de 1700 — 1655 cm?,
as quais caracterizam deformacédo axial de C=0O. Outras bandas de vibracéo
encontradas no espectro apresentam relativa intensidade, porém pouca definicao,
qgue ocorreu em funcdo da mistura de componentes na amostra.
Dessa forma, pode-se sugerir que o espectro da tintura de arnica apresenta bandas
que caracterizam a presenca dos marcadores (rutina, &cido caféico e &cido

clorogénio). Como mostra a tabela 12.
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Figura 19: Espectro na regido do infravermelho da tintura de Arnica montana L. liofilizada.
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Tabela 12: bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes a tintura de Arnica
montana L liofilizada.

Bandas de Absorcéo (cm-1) Tipos de Ligacéo
3500 - 3045 cm* O-H
2935 cm™ C-H (SP?)
1655 cm™ C=0
1600- 1300 cm™ C= C (deformac&o axial)

5.10.7.2 Caracterizacdo dos marcadores quimicos da  Tintura de Arnica

5.10.7.3 Rutina

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho para a rutina (figura 21)
apresentou duas bandas de absorcdo larga em 3400 e 3200 cm™ atribuidas ao
estiramento da hidroxila fendlica, uma banda de absorcdo na regido 1655 cm™
caracteristica do estiramento da carbonila (C=0), duas bandas de absor¢cdo nas
regides 1600 e 1500 cm™ devido ao estiramento do anel fenil (C=C), duas bandas de
absorcdo em 1460 e 1360 cm™ caracteristicas de &lcool secundario (OH), uma
banda na regido 1203 cm™ atribuida ao estiramento C-OO-C do éter alifatico e uma
absorcdo na regido 808 cm™ que pode ser relacionada & deformacéo angular da
ligacdo C-H do anel aromaético.
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Figura 20: Espectro na regido do infravermelho do marcador quimico rutina
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Tabela 13: Bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes ao marcador quimico

da rutina.
Bandas de Absorcéao Tipos de Ligacéo
~ 3400-3200cm™  OH

1655 cm™ C=0

1600 ; 1500 cm™ Cc=C

1460; 1360 cm™ O-H (Alcool secundario)
1203 cm™ C-0OO0-C (Eter alifatico)
808 cm™ C-H

5.10.7.4 Escina

O espectro na regiao do infravermelho do marcado quimico escina, representado na
figura 22, apresentou uma banda larga na regido de 3330 cm™, caracteristica de
vibracéo de estiramento O-H, banda intensa em 2940 cm™, referente ao estiramento
C-H do alcano, outra banda intensa caracteristica de estiramento carbonila C=C na
regido 1720 cm™, uma banda média de deformacéio de ligacdo C-C de alcano em
1400 cm™, além das bandas nas regides 1380, 1268, 1160 2 1083 cm™, tipicas de

vibrac&o de deformacéo axial de ligacdo C-O, atribuidas ao grupo éter da molécula.
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Figura 21: Espectro na regido do infravermelho do marcador quimico escina
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Tabela 14: Bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes ao marcador quimico

escina.
Bandas de Absorcéao Tipos delLigacéo
- s3ssoem* _____________ _oH
2940 cm™ C-H (alcano)
1720 cm™ C=0
1400 cm™ C-C (alcano)
1380; 1268; 1160; 1083 cm™ C-C-O-C (ETER)

5.10.7.5 Estudo da formulacdo semi-sdlida fitoterdp ica contendo a tintura de
Arnica montana L e o extrato de Aesculus hippocastanum L.

5.10.7.6 Excipientes

O espectro apresentado na figura 23, corresponde ao polimero carbopol que
apresentou uma banda larga de absorcdo na regido 3126 cm™ caracterizando o
grupo hidroxila, outra banda de absorcdo na regido 2946 cm™ caracteristica da
ligacdo C-H (de alcanos), uma banda intensa de absorcdo em 1710 cm™ da ligac&o
C=0, tipica de &cido carboxilico e uma banda de absorcéo na regido 1256 cm™ da
ligacdo C-O, proveniente do acido carboxilico, onde aparecem duas bandas de
deformacéo axial devido ao acoplamento de deformacao angular no plano de ligacéo

OH e a deformacéao axial de C-O.
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Figura 22: Espectro na regido do infravermelho para o carbopol

Tabela 15: Bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes ao carbopol.

Bandas de Absorcéao Tipos de Ligacéo
3126 cm’ O-H
2946 cm™ C-H (alcano)
1710 cm™ C=0 (tipico de &cido carboxilico)
1256 cm™ C-O de &cido carboxilico

O espectro de absorcdo no infravermelho correspondente ao metilparabeno,
podemos observar uma banda de absorcdo em 3289 cm™ caracteristica da ligacdo
OH, proveniente do fenol, uma banda de absorcdo na regido 2964 cm™ caracte-
ristica da ligacdo C-H do alcano, duas bandas de absorcédo na regido 2132 e 1858
cm™, correspondentes cm™, ao anel aromatico (harménicos), uma banda de
absorcdo em 1688 caracteristicas da ligacdo C=0 provenientes de ésteres, cinco
bandas de absorcdo nas regides de 1317; 1278; 1226:1190 e 1163 cm™
caracteristicas da ligacdo C-C-O-C de acetato e trés bandas de absorcdo nas

regides 955; 849 e 770 cm™ caracteristicas de compostos aromaticos. Estas bandas
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podem ser observadas na tabela 16. Abaixo temos a representacédo tridimencional
do metilparabeno.

a Carbono
o Oxigénio

& Hidrogénio

Figura 23: Estrutura quimica do metilparabeno (Ester metilico do acido 4- hidroxibenzéico).
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Figura 24: Espectro na regido do infravermelho para o metilparabeno

Tabela 16 : Bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes ao metilparabeno.

Bandas de Absorgéao Tipos de Ligacéo
3289 cm’? O-H
2964 cm™ C-H (alcano)
2132 — 1858 cm™ Harmonicas (anel aromatico)

1688 cm™ C=0
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1317: 1278: 1226: 1190: 1163 cm™ C-C-O-C (ETER)
955; 849; 770 cm™ Cc=C

O espectro de infravermelho correspondente ao propilparabeno (figura 26)
apresenta as seguintes bandas caracteristicas de absorcédo: uma banda de absorcéo
em 3271 cm™, caracteristica do grupo O-H, uma banda de absorcdo em 2806 cm™
caracteristica de ligacdo C-H do alcano, duas bandas de ligagdo nas regides 2289 e
1782 cm™ correspondentes a bandas harménicasde anel aromatico, uma banda em
1680 cm™, caracteristica de ligacdo C=O proveniente de ésteres, cinco bandas de
absorcdo em 1323, 1281, 1238, 1166 e 1163 cmcaracteristicas da ligacdo C-C-O-C
do acetato, bandas de absorcdo em 1607, 1589, 1441, 966, 849 e 773 cm’
lcaracteristicas das ligacdes C=0. O resumo destes resultados estéo descritos na

tabela 17. Abaixo temos a estrutura tridimencional do propilparabeno.

. Oxigénio

& Hidrogénio ‘

Figura 25: Estrutura quimica do propillparabeno (Ester propilico do acido para-hidroxibenzoico).



104

Transmitancia (%)
B
o
1

+——r—--—rr---r-v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 26: Espectro na regiao do infravermelho correspondente ao propilparabeno

Tabela 17: Bandas de absorcédo na regido do infravermelho, para o propilparabeno.

Bandas de Absorcéao Tipos de Ligacéo
- 3n1em* OH
2806 cm™ C-H (alcano)
2289 — 1782 cm™ Harmonicas (anel aromatico)
1680 cm™ C=0
1323; 1281; 1238; 1166; 1163 cm™ C-C-O-C (ETER)

1441cm™ Cc=C
1607; 1589; cm™ Cc=C
966; 849; 773 cm™ c=C

5.10.7.7. Misturas binarias

Na figura 28, estdo representados os espectros na regido do infravermelho
para o carbopol, a tintura liofilizada de Arnica montana L e a mistura binaria

carbopol/tintura liofilizada. A interpretacdo dos espectros correspondentes estao
descritas abaixo:
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O primeiro passo para a interpretacao foi identificar a presenca ou nao do
grupo carbonila (C=0) em torno de 1630 cm™. Na figura 28 observamos que tanto o
carbopol como a arnica apresentam este estiramento. Podemos observar tanto na
arnica, como carbopol e na mistura, uma banda larga em torno de 2500 a 3200 cm™
que corresponde a ligacdo O-H derivada de acidos carboxilicos. O alargamento
dessa banda no carbopol (3500 a 3070 cm™) e como conseguéncia na mistura
sugere a presenca da ligagdo N-H proveniente da presenca de amidas primarias e
secundarias (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991; SOLOMONS, FRYHLE,
2001)

Os acidos carboxilicos presentes na arnica remetem ao conjunto de bandas
sobrepostas e aglomeradas entre (1300-1000 cm™) indicando ligacdes C-O e
também O-H confirmando a presenca de alcoois e fendis. Essa aglomeracéo
corresponde a regido do espectro que confirma a presenca dos diversos metabolitos
secundarios. (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991).

A amostra de carbopol ainda apresenta o indicio da presenca de alquil-amida
derivado das ligacdes C-N (1230-1030 cm™) e aril-alquil-amida (1360-1250
cmb).(SOLOMONS, FRYHLE, 2001) esses valores podem ser vistos na tabela 18.
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Figura 27: Espectros na regido do infravermelho do carbopol, da tintura liofilizada e da mistura

binaria 1:1 (p/p).
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Tabela 18: Bandas de absorcdo na regido do infravermelho, correspondentes ao carbopol e mistura
binaria (carbopol/tintura liofilizada).

Bandas de Absorcéao Tipos de Ligacéo
~  3s00-3070em®  NH
3200 - 2500 cm™ O-H (derivado do acido
carboxilico)
1600m™ C=0
1300 cm™ C-0
1230 - 1030 cm™ C-N

Para o adjuvante metilparabeno (figura 29), observamos que ele apresenta as
mesmas bandas do propilparabeno indicando que séo substancia bastante similares.
Em 1630 cm™ o metilparabeno também apresenta a ligagdo C=0, grupo carbonila,
remetendo também a &cidos carboxilicos O-H (3200-2500 cm™) e alcodis O-H,
observamos ainda a banda em torno em 3500 cm™ indicando que no metilparabeno
h& uma menor presenca de amidas derivadas da ligacdo N-H se comparado com o
carbopol. O estiramento correspondente a banda 1750 cm™ indica a presenca de
ligacbes C=0 proveniente da funcao anidrido. E o conjunto de bandas entre 750 a
500 cm™ remete a presenca de benzeno monosubstituido (C-H). Em relacdo a
mistura binéria observa-se que também no caso do metilparabeno houve uma maior
influéncia do adjuvante de secagem na absor¢éo das bandas, remetendo ao mesmo
problema que ocorreu com o propilparabeno. (SILVERSTEIN, BASSLER,
MORRILL,1991). Os resultados podem ser vistos na tabela 19.
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Figura 28: Espectros na regido do infravermelho do metilparabeno, da tintura liofilizada e da mistura
binaria 1:1 (p/p).

Tabela 19: Bandas de absorc¢do na regido do infravermelho, correspondentes ao metilparabeno e
mistura binaria (metilparabenol/tintura liofilizada).

Bandas de Absorgéao Tipos de Ligacéo

3500 cm™ N-H
3200 - 2500 cm™ O-H (derivado do acido
carboxilico)
1750m™ Cc=0
1630 cm™ C=0
750 - 500 cm™ C-H

Avaliacdo do adjuvante propilparabeno e sua mistura com a arnica conforme
demonstrado na figura 30. Em 1630 cm™ o propilparabeno também apresenta a
ligagdo C=0, grupo carbonila, remetendo também a acidos carboxilicos O-H (3200-
2500 cm™) e alcodis O-H, observamos ainda a banda em torno em 3500 cm™
indicando que no propilparabeno ha uma menor presenca de amidas derivadas da
ligacdo N-H. O estiramento correspondente a banda 1750 cm™ indica a presenca de

ligacoes C=0 proveniente da funcdo anidrido. E o conjunto de bandas entre 750 a
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500 cm™ remete a presenca de benzeno monosubstituido (C-H). Na mistura
observamos que h& uma maior influéncia de sobreposicdo de bandas devido a
presenca do propilparabeno do que na mistura anterior de arnica e carbopol, tal fator
pode indicar que a amostra pode ndo estar bem misturada e/ou homogeneizada ou
indicar que o carbopol € um excipiente de melhor adequacdo a mistura
.(SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991; SOLOMONS, FRYHLE, 2001;
NAKANISHI, SOLOMONS, 1997)
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Figura 29: Espectros na regido do infravermelho do propilparabeno, da tintura liofilizada e da mistura

binaria 1:1 (p/p).

Tabela 20: Bandas de absorcédo na regido do infravermelho, correspondentes ao propilparabeno e
mistura binaria (propilparabenol/tintura liofilizada).

Bandas de Absorcéo Tipos de Ligacéo
3500 cm™ N-H
3200 - 2500 cm™ O-H (derivado do &cido
carboxilico)
1750 cm™ C=0
1630 cm™ C=0

750 - 500 cm™ C-H
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5.10.7.8 Perfil térmico da Arnica montana L.

Nas figuras 31 e 32, temos a analise comparativa de tg/dta da mistura binaria
arica/carbopol, pelos picos de energia observamos que a degradacdo da mistura
binaria ocorre com reacdes altamente exotérmicas e em etapas sucessivas. O
fendbmeno observado para a mistura binaria que acarreta o recuo da curva tg indica
reacao de degracado hiper-exotérmica, gerando grande interferéncia no termomar o

equipamento. Os valores das perdas de massa podem ser observados na tabela 21.
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Figura 30: Andlise termogravimétrica da mistura binarria arnica/carbopol
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Figura 31: Andlise térmica diferencial da mistura binaria arnica/carbopol
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Tabela 21: indica as perdas de massa para a mistura arnica/carbopol nas faixas de temperatura.

Amostra 25-150°C 150-500°C 500-600°C Total
Arnica 8 52 5 65
Arnica+carb 7 79 4 90
Carbopol 6 74 5 85

5.10.7.9 Perfil espectroscopico do extrato de  Aesculus hippoarnanum L

O espectro de IV do extrato da castanha-da-india (figura 33) mostra sinais
que caracterizam a presenca do marcador escina através das bandas de absorcao,
principalmente a banda larga na regido de 3500 cm™ caracteristica da vibracdo do
estiramento O-H, banda intensa em 2937 cm™ referente & estiramento C-H de
carbono saturado, além de bandas médias de deformacéo de ligacdo C-C de alcano
em 1416 cm™ e 1259 cm™ , também observa-se banda intensa tipica de estiramento
de carbonila em 1716 cm™ e banda forte de vibracdo de deformacéo axial de ligacdo
C-0O, que pode ser atribuida ao grupo éster na molécula. Este conjunto de sinais
representam claramente molécula de saponina triterpénica os grupos podem ser
observados na tabela 22.
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Figura 32: Espectro na regiao do infravermelho do extrato liofilizado.
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Tabela 22: Bandas de absor¢do na regido do infravermelho, correspondentes ao extrato de Aesculus

hippocastanumL liofilizado.

Bandas de Absorgao (cm-1) Tipos de Ligacéo
= soo0cm: ____________ _ox
2937cm™ C-H
1716 cm™ C=0
1416- 1254 cm™ C-C (Alcano)
1100 cm™ C-00-C (Ester)

Analisando os espectros abaixo (figura 33), observamos que nas misturas
binarias tanto no nipazol (castanha + propilparabeno) quanto no nipagim (castanha +
metilparabeno), ocorre uma predominancia das bandas da castanha da india. I1sso
indica que o extrato exerce mais influéncia sobre a mistura do que os adjuvantes.

Como j& citado anteriormente o propilparabeno apresenta a ligagdo C=0,
grupo carbonila, remetendo também a acidos carboxilicos O-H (3200-2500 cm™) e
alcodis O-H, observamos ainda a banda em torno em 3500 cm™ indicando que no
propilparabeno ha uma menor presenca de amidas derivadas da ligacdo N-H. O
estiramento correspondente a banda 1750 cm™ indica a presenca de ligacdes C=0
proveniente da funcéo anidrido. E o conjunto de bandas entre 750 a 500 cm™ remete
a presenca de benzeno monosubstituido (C-H). Na mistura com nipazol (castanha
da india + propilparabeno) observamos que diferentemente da mistura com a arnica
h& uma maior influéncia de bandas proveniente da castanha da india. (SIL-
VERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1991)

Ja no metilparabeno (figura 34) também citado anteriormente, observamos
que ele apresenta as mesmas bandas do propilparabeno indicando que séo
substancia bastante similares. Em 1630 cm™ o metilparabeno também apresenta a
ligagdo C=0, grupo carbonila, remetendo também a acidos carboxilicos O-H (3200-
2500 cm™) e alcodis O-H, observamos ainda a banda em torno em 3500 cm™
indicando que no metilparabeno ha presenca de amidas derivadas da ligagdo N-H .
O estiramento correspondente a banda 1750 cm™ indica a presenca de ligacdes
C=0 proveniente da func&o anidrido. E o conjunto de bandas entre 750 a 500 cm™
remete a presenca de benzeno monosubstituido (C-H).(SOLOMONS, FRYHLE,
2001; NAKANISHI, SOLOMONS, 1997)
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A castanha da india apresenta em 1630 cm™ a ligacdo C=0, grupo carbonila,
remetendo a alcodis O-H (3400 cm™). O estiramento correspondente a banda 1750
cm™ indica a presenca de ligacdes C=O proveniente da funcdo anidrido. A Unica
banda observada que foge a regra dos espectros analisados até aqui € a de 1100
cm™ que indica a ligacdo C-O precedente da presenca de éster.
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Figura 33: Espectros na regido do infravermelho da mistura binaria( Propilparabeno/ castanha da
india 1:1 (p/p).
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Figura 34: Espectros na regido do infravermelho da mistura binaria ( metilparabeno/ catanha da india
1:1 (p/p).
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Na figura 35 estdo apresentados os espectros comparativos de castanha da
india e carbopol, sendo que visivelmente o excipiente exerce maior influencia nas
bandas de absorcdo da mistura binaria, tal fator pode ser atribuido pelo fato de o
carbopol ser um grupo com grande potencial de cristalidade devido a presenca de
carga elétrica na sua estrutura. Tal fator fica evidenciado pela predominancia das
bandas de absorcdo do carbopol na mistura binaria, tais grupos ja foram
comentados anteriormente. Assim a mistura apresentou uma banda larga de
absorcdo na regido 3126 cm™ caracterizando o grupo hidroxila, outra banda de
absorcao na regido 2946 cm™ caracteristica da ligacdo C-H (de alcanos), uma banda
intensa de absorcdo em 1710 cm™ da ligacdo C=0, tipica de &cido carboxilico e uma
banda de absorcdo na regido 1256 cm™ da ligacdo C-O, proveniente do &cido
carboxilico, onde aparecem duas bandas de deformacdo axial devido ao
acoplamento de deformacé&o angular no plano de ligacdo OH e a deformacéo axial
de C-O.
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Figura 35: Espectros na regido do infravermelho da mistura binaria ( caropol/ extrato liofilizado 1:1
(P/p).
5.10.7.10 Perfil termico do extrato de  Aesculus hippocastanum L.

A escolha das técnicas termoanaliticas como a termogravimetria (TG) e da
analise térmica diferencial (DTA), para o desenvolvimento de nosso trabalho reside

no fato deste grupo de técnicas terem aplicabilidade em varias &reas da ciéncia, em
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farmécia sdo técnicas que podem ser utilizadas para a caracterizacdo de farmacos e
excipientes, para a determinacdo de pureza de uma dada espécie, estudos de
estabilidade térmica de produtos farmacéuticos, estudos de pre-formulagcéo visando
obter informacdes a cerca das caracteristicas fisicas ou interacdes quimicas entre o
principio ativo e os excipientes, determinacdo dos teores de umidade do material
analisado, gerando informagfes importantes para o controle bioldégico e para o
armazenamento (SILVA JUNIOR et al. 20062 ; ALVES, 2008; NUNES, 2008;
CAMELO, 2010)

Além disso, podem ser utilizadas para a determinacao do teor de cinzas como
indicador de possiveis adulteragdes do material com compostos inorganicos, ou seja
€ um método analitico importante para o controle de qualidade de medicamentos. As
analises termoanaliticas podem ser utilizadas combinadas com outros métodos
como Espectroscopia no IV, Microscopia, Difracdo de raio-X, Cromatografia em fase
gasosa e Espectrometria de massa. Em farmacia pode ser utilizada em estudos de
farmaco e medicamentos, alimentos e em analises clinicas. (GIOLITO e
IONASHIRO).

Na figura 37 abservamos a analise termogravimeétrica do extrato da castanha
da india e do carbopol, em ma comparativa podemos dizer que o primeiro evento de
composicdo para as amostras ocorre até 150°C, que corresponde a perda de massa
inicial correspondente a remocdo de umidade e evaporacdo de volateis, nessa
primeira etapa os valores obtidos foram bastante similares. Sendo de 6.5, 8 e 6%

para o extrato da castanha da india, a mistura binéria e o carbopol respectivamente.
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Figura 36: Analise termogravimétrica da mistura binaria de castanha da india/ carbopol.
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A regido de temperatura de maior decomposicao fica na faixa de 150 a 500°C,
essa decomposicao fica evidenciada observando a figura 37 da DTA onde os picos
exotérmicos caracterizam o processo de decomposicao/degradacédo originando a

formacéo de material carbonacio que sera eliminado acima de 500°C.

DTA uv

1 ez Castanha da india
Castanha da india + carbopol
1 - - - - Carbopol

0 100 200 300 400 500 600
Temperatura °C

Figura 37: Andlise térmica diferencial da mistura binaria de castanha da india /carbopol

Tabela 23: indica as perdas de massa para 0 extrato da castanha da india, carbopol nas faixas de
temperatura.

Amostra 25-150°C 150-500°C 500-600°C Total
carbopol 6 74 5 85
Castanha+carbopol 8 62 8 78
Castanha 6.5 61.5 5 73

A figura 39 apresenta os graficos comparativos do extrato de castanha da
india e nipagin (metilparabeno). De inicio ja podemos observar que o metilparabeno
€ um material mais volatil que o carbopol uma vez que ele degrada quase que
completamente. Para a primeira faixa de temperatura as amostras apresentam
perdas de massa de 6.5, 2% e 5%, o extrato de castanhada india, o metilparabeno
e a mistura binaria respectivamente. A baixa umidade obtida no nipagin indica que

ele € um material de baixa porosidade, assim ndo acumula umidade nos seus poros.
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Nota-se também que o metilparabeno diminui a estabilidade térmica da formulagéo
se comparado com a mistura binaria castanha/carbopol, uma vez que ocorre um

aumento da perda de massa total de 73% para castanha/carbopol, para 89% na

mistura castanha/metilparabeno.
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Figura 38: Andlise termogravimétrica da mistura binaria de castanha da india /nipagin.

Na figura 40 podemos ver a DTA para a mistura castanha/nipagin, nota-se
gue o acréscimo de metilparabeno atribuiu menor estabilidade térmica para a
mistura, isso fica evidenciado com o aumento dos picos exotérmicos na segunda

faixa de decomposicao se comparados a DTA da mistura Castanha/Carbopol.
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Tabela 24: indica as perdas de massa para o extrato da castanha da india, nipagin nas faixas de
temperatura.

Amostra 25-150°C 150-500°C 500-600°C Total
Nipagin 6 74 5 85
Castanha+Nipagin 5 83 1 89
Castanha 6.5 61.5 5 73

E por ultimo temos a mistura binéria castanha da india /nipazol na figura 41,
essa formulacdo embora apresente comportamento similar a mistura castanha/ni-
pagin, apresenta maior estabilidade térmica que a mesma uma vez que sua degra-
dacéo total ficou em torno de 80% enquanto aquela ficou em 89%.

Em andlises comparativas a estabilidade térmica € obtida considerando as
substancias incorporadas aos principios ativos, e as allteragbes das perdas de
massas obtidas, assim a mistura castanha/carbopol que obteve uma perda de
massa total de 78%, pode ser considerada a mais estavel, levando em consideracao
também que a perda de massa da segunda etapa de degracdo que ocorre na faixa
de tempertura de 150 a 500°C. A andlise dessa degradacdo é de fundamental
importancia para o trato com substancias vegetais, por que nessa faixa € que ocorre

a decomposicéo/conservacao dos metabdlitos secundarios.

Castanha da india + nipazol
- - - --Nipazol

100 H el
TR e Castanha da india

80
60

40

Perda de massa %

20

J T Y T T " I o I ¥ I
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura °C

Figura 40: Analise termogravimétrica da mistura binaria de castanha da india/nipazol.
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As DTAs para a mistura castanha/nipazol podem ser visualizadas na figura
42, apresentando comportamento bastante similar as obtidas para a mistura

castanha nipagin, e os valores das perdas de massa podem ser vsualzados na
tabela 25.

Tabela 25: indica as perdas de massa para o extrato da castanha da india, nipazol nas faixas de
temperatura.

Amostra 25-150°C 150-500°C 500-600°C Total
Nipazol 1.5 97 1 99.5
Castanha+Nipazol 6.2 69.8 4 80
Castanha 6.5 61.5 5 73

Na figura 43 temos os graficos TG/DTG da rutina, de uma forma geral
observamos que em todos 0s eventos a energia envolvida apresenta aspecto
endotérmico e que no primeiro evento de perda de massa a rutina apresenta grande
concentracdo de volateis, tais volateis a julgar pela intensidade do pico na faixa de
ate 150°C (DTA), sédo altamente comburentes. Acima dessa temperatura a
degradagcédo da rutina ocorre em etapas sucessivas de curta duracdo com alta

absorcao de energia as perdas de massa sdo apresentadas na tabela 26.
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Figura 41: TG/DTA da rutina.
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O perfil térmico da escina pode ser visto na figura 44, A energia envolvida é
da mesma natureza da observada na analise da rutina, apresentando somente picos
endotérmicos. A escina apresenta maior pode de fusdo que a rutina, sua

degradacédo ocorre numa faixa mais larga e em menores etapas. As perdas de
massa podem vistas na tabela 24.
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Figura 42: TG/DTA da escina.

Tabela 26: indica as perdas de massa para a rutina e a escina nas faixas de temperatura.

Amostra 25-150°C 150-500°C 500-600°C Total
rutina 8 77 13 98
escina 5 45 42 92

5.11 Comportamento reoldgico da formulagao.

Pela analise da reologia realizada no gel formado pela mistura da arinca e da
castanha da india (figura 15), indica um perfil rologico diferente dos extratos,
geralmente as formulagfes semissolidas tem a sua viscosidade diminuida, a medida
gue a tensédo de cisalhamento é aumentada por esse motivo a sua viscosidade néo
pode ser expressa por um unico valor, apresentando um comportamento pseudo-

plastico, devido a alteracdo da razdo tensdol/taxa, indicando a presenca de um
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material mais viscoso . Este perfil reoldgico pode ser confirmado pelo indice de fluxo
(b = 0,2) quando for menor que 1 como mostra o quadro da figura 15, sendo
indicativo de um material pseudoplastico. (FOX, 2005).

As formulacdes semissolidas geralmente ndo obedeceram a lei de Newton
sendo entdo consideradas fluidos ndo-Newtonianos. (Corréa, et al. 2008).

Esta formulacdo também apresentou um carater tixotrépico, durante a aplica-
¢cdo do produto torna-se mais fluida facilitando o espalhamento e recuperando a
viscosidade inicial apds o0 encerramento da aplicacdo, evitando que o produto
escorra, esta caracteristica pode ser confirmada através do quadro da figura 15,
onde podemos observar que o valor do indice de consisténcia é igual a 84,02.
(Pianovski, et al. 2005).

m  Gel de Castanha da India e Arnica

: 30°C
400
) gutt
~_ 350 . BB
S B
S J
3 300
o NewFunction2
2 | Model 2 (User)
Equation y=a'xb
g 250 + g;;a;;d 31.41103
J i-Sar
= Adj. R-Squ 0.99483
< 200 - S Value  Standard Error
g a 84.20414 151735
= 1 L b 0.2827 0.0038
O 150
o /
S 1004
18 100 +
%) 1
S h
it 50
0 T T T T
0 100 200

Taxa de Cisalhamento s™

Figura 43: Perfil reolégico do gel formado pela mistura da tintura de Arnica montana L e Aesculus

hippocastanum L
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5.12 Avaliacéo da estabilidade preliminar da Formul  acao:

Foram avaliadas as caracteristicas organolépticas: Aspecto, cor e odor e as
caracteristicas fisico-quimicas, como pH e densidade.O gel apés a manipulacédo ,
apresentou a coloracdo amarelo claro, transparente, homogéneo e com odor
caracteristico de castanha da india. Em relacdo as caracteristicas organolépticas
ndo houve nenhuma alteragdo das amostras submetidas ao estresse térmico
guando comparadas as amostras de referéncia, durante os 12 dias de estudo. O
resultado do pH e da densidade estdo representados nas figuras 16 e 17.

Os resultados demonstram que ndo ocorreram alteracfes significativas em
relacdo ao pH e a densidade durante o periodo em estudo, sendo indicativo de que
nao houve formacdo de produto de degradacdo, o pH variou entre 5,94 a 5,96 ,
portanto compativeis com o pH da pele (5,5 a 7,2). .(QUEIROZ, 2008; CAMELO,
2010).

O estudo preliminar de estabilidade de uma formulacdo é importante, pois
forneceu dados sobre a estabilidade do gel fitoterdpico em questdo, o primeiro teste
utilizado foi o de centrifugacéo, este teste produz estresse na amostra simulando
aumento na forca da gravidade aumentando a mobilidade das particulas no interior
do gel antecipando possiveis instabilidades como, precipitacdo, separacao de fases,
formacdo de sedimentos, compactacdo e coalescéncia. (ANVISA, 2007; CAME-
LO,2010; NUNES 2008).

Este teste ndo assegura a estabilidade, como ndo ocorreu separacao de
fases do gel, ele serviu de indicativo para que a amostra podesse ser submetida aos
demais testes de estabilidade (QUEIROZ, 2008).

Os outros testes utilizados foram, determinacdo do pH, analise das caracte-
risticas organolépticas (aspecto, cor, odor) e determinacao da densidade.

Em relacdo as caracteristicas organolépticas, mesmo com o decorrer do
tempo e da elevagcdo da temperatura, a cor da formulagdo permaneceu quando
comparada com a amostra de referéncia, ndo ocorreu a separacédo de fases, nem
precipitacdo, a amostra continuou com o aspecto limpido portanto sem turvacéo e o
odor continuou caracteristico do extrato de castanha da india (FERREIRA, 2000,
ANSEL et al, 2000, CAMELO, 2010).
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A determinagdo do pH é um dado importante no estudo de estabilidade
porque alteracbes nesses valores pode ser indicativo de impurezas, hidrolise,
decomposicdo ou erro no processo de producao. (ISAAC, 2008).

O valor do pH permaneceu praticamente na mesma faixa indicando que nao
ocorreu degradacéo do produto conforme demonstrado na figura 18.

A determinacdo da densidade € um paradmetro importante a ser considerado
em relacdo ao estudo de estabilidade de um produto, estes testes auxiliam na
avaliacdo de natureza fisico-quimica do veiculo e ou excipiente, tornando possivel
detectar sinais precoces de instabilidade. Os valores da densidade ap0s o término
das analises ndo apresentaram mudancas significativas como demonstrado nas
figuras 45 e 46.
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Figura 44: Valores do pH da formulacdo contendo o extrato de Aesculus hippocastanum L e a tintura
de Arnica montana L nas condicbes de temperatura ambiente (25 £ 2° C) (-----, amostras de

referéncia) e das amostras submetidas aos seis ciclos (45 + 2° C) (----)
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Figura 45 : Valores da densidade da formulacao fitoterapica (amostras de referéncia), nas condicdes

de temperatura ambiente (25 +2°C) (----) e das amostras submetidas aos seis ciclos (45 £ 2° C)(---).



124

6 CONCLUSOES

A caraterizagdo fisico-quimica das amostras foram de fundamental impor-
tancia para testar a qualidade e a confiabilidade das matérias-primas utilizadas.
Através do estudo microbiolégico foi comprovada a auséncia de microorganismos
patogénicos, indicando que 0s insumos vegetais estavam aptos a serem utilizados
nesta pesquisa.

A realizagdo da prospeccao quimica, que busca a identificacdo de metabdlitos
secundarios que estao divididos em varios grupos de acordo com suas funcdes e
estruturas quimicas, em relacdo a Arnica montana L. demostrou a presenca de alca-
l6ides, cumarinas, esterdides, saponinas e taninos. Enquanto a castanha da india
resultou na presenca de acucares redutores, esteroides, triterpendides, sapononas e
taninos.

O perfil cromatografico da Arnica montana indicou a presenca do flavonoide
rutina. Assim como a presenca de escina na castanha da india. Ambas as matérias-
primas apresentaram o perfil reol6gico caracteristico dos fluidos newtonianos.

O método de validacéao utilizado para o isolamento da rutina por HPLC a partir
da espécie de Arnica montana L. encontra-se dentro dos padrbes aceitaveis pela
resolucao 889/ANVISA.

Em ambas as espécies o perfil espectroscépico teve boa convergéncia para a
identificacdo dos principais grupos relacionados com os metabdlitos secundarios, no
caso da Arnica foi dectado espectros caracteristicos de rutina, acido caféico e acido
clorogénico que sdo os metabdlitos relevantes desta espécie e para a Castanha da
india os espectros foram caracteristicos da escina o metabdlito secundario
responsavel pela acao farmacologica desta planta.

O gel fitoterapico contento tintura de Arnica montana L. e extrato de Aesculus
hippocastanum L., nas analises de avaliacdo da estabilidade preliminar desta formu-
lacdo, como a determinacdo do pH e a densidade n&o aprsentaram mudancas
significativas, demonstrando a estabilidade da formulacéo.

O resultado do perfil reologico da formulacdo foram satisfatérios, pois o gel
apresentou um comportamento N&ao-Newtoniano e tixotropico caracteristico das
formulagBes semissolidas.

Através da andlise térmica, conclui-se que a obtencdo das formulacdes a
partir dos insumos vegetais elevam a temperatura de degradacdo conferindo maior
estabilidade para os materiais.
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