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A Ipomoea pes-caprae, conhecida como “Salsa da Praia” no Brasil, é utilizada
popularmente em ferimentos cutaneos e processos dolorosos, especialmente em
queimaduras causadas por aguas vivas. Este trabalho visou avaliar a atividade
topica anti-inflamatéria e antinociceptiva das formulacdes contendo 0,1 a 2% de
diferentes extratos das partes aéreas de |. pes-caprae. Foram obtidas solucdes
extrativas (SE) das folhas (somente com etanol 50 °GL) e das partes aéreas (com
etanol 50, 70, e 90 °GL) e os respectivos extratos moles, denominados EM50F,
EM50, EM70 e EM90. Os derivados vegetais foram caracterizados pelos perfis
cromatograficos por CCD e CLAE, sendo quantificados a isoquercitrina (ISQ) e os
acidos isoclorogénicos A, B e C (ISA, ISB e ISC). Para avaliar a atividade anti-
inflamatoria foram empregados os modelos de edema de orelha em camundongos
induzido por capsaicina e o edema de pata induzido por tripsina, carragenina e
bradicinina. Para a atividade antinociceptiva, foi empregado o modelo de nocicepc¢ao
espontanea induzido por tripsina e capsaicina. A citotoxicidade foi avaliada pelo
método Agarose “overlay”. Os marcadores foram quantificados nas SE, nos EM e na
formulacéo (2% de EM50) por CLAE. O teor de ISQ variou de 6,6 mg/g (EM 50) a
11,3 mg/g (EM 70), ISA de 3,3 mg/g (EM 50) a 61,6 mg/g (EM 90), ISB de 3,22 mg/g
(EM 50) a 13,3 mg/g (EM 90) e o teor de ISC foi de 13,2 mg/g (EM 70). As
formulacbes contendo os EM 50, 50F e EM90 apresentaram atividade anti-
inflamatdria no edema induzido por tripsina (EM50 > EM 90 > EM70). No modelo de
nocicepcao espontanea, induzida por tripsina, apenas a formulacdo contendo o
EM50 foi ativa. Para este derivado, confirmou-se o efeito anti-inflamatério, por
carragenina, bradicinina e capsaicina, a antinocicepgao por capsaicina e a auséncia
de citotoxicidade. As possiveis vias de atuacdo podem estar relacionadas com o0s
receptores TRPV1, B2, PAR-2, tendo como o principal alvo o sistema histaminérgico.
O solvente etanol 50 °GL foi o melhor liquido extrator para a atividade biologica
pretendida, mesmo apresentando os menores teores dos marcadores selecionados.

Palavras-chave: Fitoterapico topico. I[pomoea pes-caprae (L.) R. Br. Nocicepcao.
Inflamacéao. Isoquercitrina. Acidos isoclorogénicos.
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Ipomoea pes-caprae, known as “Salsa da Praia” in Brazil, is popularly used in
cutaneous wounds and painful processes, especially in burns caused by jellyfish.
This study aimed to evaluate the topical anti-inflammatory and anti-nociceptive
activity of formulations containing 0.1 to 2% of different extracts from aerial parts of I.
pes-caprae. Extractive solutions (ES) were obtained from the leaves (only with 50°GL
ethanol) and from the aerial parts (with 50, 70 and 90 °GL) and their respective soft-
extract, denominated SE50L, SE50, SE70 and SE90.The extracts were characterized
by the TLC and HPLC chromatographic profile, and the quantification of isoquercitrin
(ISQ) and isochlorogenic acids A, B and C (ISA, ISB and ISC) were made. In order to
evaluate the anti-inflammatory activity, the in vivo models of ear edema induced by
capsaicin and models of paw edema induced by trypsin, bradykinin and carrageenan
were used. The anti-nociceptive activity were evaluated through the in vivo model of
spontaneous nociception induced by tripsin and capsaicin. The in vitro cytotoxicity
was evaluated by the Agarose overlay assay. The markers were quantified by HPLC,
in the ES, SE and formulation containing 2% of SE50. ISQ content varied from 6.6
mg/g (SE 50) to 11.3 mg/g (SE 70), ISA from 3.3 mg/g (SE 50) to 61.6 mg/g (SE 90),
ISB from 3.2 mg/g (SE 50) to 13.27 mg/g (SE 90), and ISC content was 13.2 mg/g
(SE 70). The formulations containing the SE50, SE50L and SE90 showed anti-
inflammatory activity in the paw edema induced by trypsin (SE50 > SE 90 > SE70). In
the spontaneous nociception model, induced by trypsin, only the formulation
containing SE50 was active. For this extract, the anti-inflammatory effect was
confirmed for carrageenan, bradykinin, capsaicin, and the anti-nociceptive effect for
capsaicin, with no cytotoxicity. Probably, the mechanism of action could be related to
TRPV1, B2, PAR-2 receptors, having their main target the histaminergic system.
Ethanol 50 °GL was the best solvent system for the intended activity, even at the
lowest markers content.

Key Words: Topical herbal medicine. I[pomoea pes-caprae (L.) R. Br. Nociception.
Inflammation. Isoquercitrin. Isochlorogenic acids.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais é uma importante fonte de recursos terapéuticos.
O Brasil é o pais com maior biodiversidade mundial, assim torna-se uma rica fonte
de espécies vegetais com potencial terapéutico. A transformacéo deste potencial em
beneficios para saude requer investimentos em pesquisa e desenvolvimento. De tal
maneira, a pesquisa académica vem contribuir com o conhecimento sobre uma
planta, incluindo suas propriedades terapéuticas e sua potencialidade de tornar-se
um medicamento fitoterapico, embasando-se em conhecimentos
etnofarmacologicos, botéanicos, fitoquimicos, farmacolégicos e tecnoldgicos
(CALIXTO, 2005; SONAGLIO et al., 2003; TOLEDO et al., 2003).

Os fitoterapicos sao preparacdes padronizadas obtidas de plantas medicinais,
e consistem de misturas quimicas complexas oriundas da prépria espécie vegetal.
Os constituintes quimicos responséaveis pelo efeito farmacolégico podem ou néo ser
conhecidos, e acredita-se que a a¢do envolva a interacdo sinérgica de inUmeras
moléculas presentes no extrato (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009; WHO,
2007).

Ipomoea pes-caprae, conhecida no Brasil como salsa-da-praia, € uma planta
de restinga de regides tropicais e sub-tropicais (CASTELLANI; SANTOS, 2006;
CHRISTMAN, 2000). Entre seus usos na medicina popular, é principalmente
empregada no tratamento de ferimentos cutaneos, além de colicas, processos
dolorosos e desordens gastrintestinais, destacando-se a aplicacdo da pasta das
folhas sobre queimaduras causadas por aguas vivas (MANIGAUNHA; GANESH;
KHARYA, 2010; MEIRA et al., 2012; WASUWAT, 1970).

Na literatura sdo confirmadas varias acdes importantes de |. pes-caprae,
evidenciando seu potencial terapéutico quanto a aplicacdo tépica, como a atividade
anti-histaminica, a neutralizacdo dos efeitos dos venenos de medusa e a atividade
anti-inflamatéria da fracdo éter do destilado por arraste a vapor das folhas
(PONGPRAYOON et al.,, 1991a, 1991b; SUNTHONPALIN; WASUWAT, 1985;
WASUWAT, 1970), a atividade cicatrizante da pomada contendo extrato etandlico
(MUTHALIB; FATIMAWALI; EDY, 2013), a inibicdo da colagenase pelo extrato
metanolico (TERAMACHI et al., 2005), obtidos a partir das folhas, e a atividade

analgésica dos extratos metanodlico e etandlico das partes aéreas (SOUZA et al.,
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2000; VIEIRA et al., 2012). Além destas, a atividade antifungica do extrato etandlico
das flores (SHANMUGAPRIYA et al., 2012), a atividade antibacteriana dos extratos
metandlicos das folhas de |. pes-caprae (KUMAR et al., 2014) e a atividade
citotoxica do extrato metandlico das partes aéreas (PAREKH et al., 2012) também
foram relatadas.

Além de estudos que envolvem a atividade biologica dos extratos de I. pes-
caprae, estudos tecnoldgicos também foram realizados pelo grupo do Nucleo de
InvestigacBes Quimico-Farmacéuticos (NIQFAR), onde foi estabelecido um protocolo
minimo para o controle de qualidade da droga vegetal, incluindo teor de flavonoides
totais e cromatografia de camada delgada (BARNI; CECHINEL-FILHO; COUTO,
2009; MAGALHAES; GHIGGI, 2009), e desenvolvido um método de avaliacdo do
perfil cromatografico e determinacdo do teor de isoquercitrina por CLAE (DUTRA,
2013; SOARES, 2008).

Em continuidade, o presente trabalho visou avaliar a atividade anti-
inflamatéria e antinociceptiva de derivados vegetais de Ipomoea pes-caprae
veiculados na base Hostacerin®, e assim contribuir para o desenvolvimento de um

fitoterapico com aplicacdo topica, tendo em vista seu principal uso popular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva de derivados vegetais de

Ipomoea pes-caprae para uso tépico - em base Hostacerin® como veiculo.

2.2 Objetivos Especificos

- Otimizar o método de CLAE, previamente desenvolvido, para os derivados vegetais

de I. pes-caprae, incluindo novos marcadores além da isoquercitrina;

- Avaliar o efeito da relacdo droga:solvente e tempo de extragdo para obtencdo da

solucéo extrativa hidroetandlica de |. pes-caprae por maceragao dinamica;
- Incorporar os derivados vegetais na base Hostacerin® como veiculo;

- Avaliar o efeito do grau alcodlico (etanol 50 °GL, 70 °GL e 90 °GL), da composicdo
da droga vegetal (folhas e caules e s6 folhas) e da secagem por spray dryer dos
derivados vegetais veiculados em base Hostacerin®, sobre a atividade farmacoldgica

nos modelos de edema de pata e nocicep¢ao espontanea induzidos por tripsina;

-Desenvolver e validar a metodologia analitica para quantificacdo do teor de

marcadores no creme contendo o extrato selecionado;

- Confirmar o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo para o extrato selecionado
através dos modelos de edema de orelha induzido por Oleo de créton e capsaicina,
do edema de pata induzido por carragenina e bradicinina e pelo modelo nocicepgao

espontanea induzida por capsaicina.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fitoterapicos

Desde os tempos antigos, o uso de plantas medicinais € uma importante fonte
de recursos terapéuticos. Segundo a OMS, a medicina tradicional e as plantas
medicinais, como recurso terapéutico, sao utilizadas por cerca de 80% da populacao
dos paises em desenvolvimento, como uUnica forma de acesso aos cuidados basicos
de saude (CARMONA; PEREIRA 2013; FARNSWORTH et al., 1985).

Mesmo com avanco na medicina moderna, as plantas medicinais mantém sua
importancia na saude e no setor farmacéutico, seja considerando a utilizacdo de
substancias ativas como prototipos de novos farmacos, e principalmente como fonte
de matérias-primas para o desenvolvimento de fitoterdpicos (SCHENKEL;
GOSMANN; PETROVICK, 2003).

Os fitoterapicos consistem de misturas quimicas complexas e padronizadas,
contendo substancias ativas presentes no extrato total ou fracionado de uma ou
mais plantas medicinais (WHO, 2007). Nem sempre os constituintes quimicos ativos
sdo conhecidos e acredita-se que a a¢do envolva a interacao sinérgica de inUmeras
moléculas presentes no extrato (CALIXTO, 2001; WAGNER; ULRICH-MERZENICH,
2009). Nao sao considerados fitoterapicos, medicamentos que contenham em sua
composi¢do substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacées
das mesmas com extratos vegetais (BRASIL, 2014).

O Brasil é o pais com maior biodiversidade genética vegetal do mundo, assim
torna-se fonte inesgotavel de espécies vegetais com potencial terapéutico. A
transformacao deste potencial em beneficios para saude requer investimentos em
pesquisa e desenvolvimento e estd contemplada na atual Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF (BRASIL, 2006). Desta maneira a
pesquisa académica vem contribuir com o conhecimento sobre uma planta, incluindo
suas propriedades terapéuticas e sua potencialidade de tornar-se um medicamento
fitoterapico, embasando-se em conhecimentos etnofarmacologicos, botanicos,
fitoquimicos, farmacoldgicos e tecnologicos (CALIXTO, 2005; SONAGLIO et al.,
2003; TOLEDO et al., 2003).

A PNPMF e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos

(BRASIL, 2009) objetivam promover o acesso aos medicamentos fitoterapicos,
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inclusdo dos mesmos no Sistema Unico de Satde — SUS, promog&o do uso racional,
0 cumprimento das boas praticas de producéo, assegurando a seguranca, eficacia e
a qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterapicos (CARVALHO, 2011). O
fortalecimento destas acdes depende da crescente valorizacdo e preservacao do
conhecimento tradicional, da formag&o técnico-cientifica e interagcdo entre o setor
publico e a iniciativa privada com a participacdo de universidades e centros de
pesquisa, como também da inclusdo da agricultura familiar e a adocdo de boas
praticas de cultivo e manipulacdo de plantas medicinais. Estas iniciativas culminam
em incentivo para a industria nacional de fitoterapicos e constru¢cdo de marco
regulatério (BRASIL, 2006; BUFAINO, 2013).

Ao se propor um potencial fitoterapico, um dos principais aspectos a ser
observado, € a relacdo com a medicina popular, pois ha maior probabilidade de se
encontrar atividade biolégica em plantas com uso popular consolidado do que em
plantas escolhidas ao acaso (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998, HELMSTA'DTER,;
STAIGER, 2014).

Nas ultimas décadas o mercado dos medicamentos fitoterapicos teve um
expressivo aumento, em torno de 22 bilhdes de dolares anuais (CARVALHO, 2011).
No Brasil, 0 mercado de fitoterapicos movimentou cerca de R$ 1,1 bilhdo em 2011,
aumento de 13% em relacao ao ano anterior. No acumulado dos ultimos cinco anos,
0 segmento de fitoterapicos cresceu 10,5%. Em 2011, a receita de todo setor
farmacéutico foi de R$ 43 bilhdes, atualmente cerca de 40% dos medicamentos
existentes no mercado mundial séo obtidos direta ou indiretamente de fonte naturais,
sendo que 20% das plantas com substancias medicinais conhecidas estdo no Brasil
(NIERO, 2009; SCARAMUZZO, 2012). Observa-se um consumo aumentado de
fitoterapicos tantos nos paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento.
Este crescimento desperta o interesse das grandes industrias farmacéuticas para
este mercado, assim agregando qualidade e seguranca ao panorama dos
medicamentos fitoterapicos (CAVERO; AKERRETA; CALVO, 2013).

A necessidade de padronizacdo e o controle de qualidade dos fitoterapicos,
bem como a disponibilidade e qualidade da matéria-prima dos medicamentos
fitoterapicos, representam fatores desafiadores aos pesquisadores e ao setor
produtivo (CALIXTO, 2000).

Os consumidores consideram os fitoterdpicos como uma alternativa

terapéutica menos agressiva ao organismo em relacdo ao medicamento sintético,
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contudo exigem o mesmo padréo de qualidade e seguranca (VILEGAS; CARDOSO;
QUEVEDO, 2012).

Assim como todo medicamento, os fitoterapicos devem comprovar a eficacia,
seguranca e a qualidade. A partir de maio de 2014, uma nova categoria foi aceita
para registro no Brasil, denominado Produto tradicional fitoterapico, o qual devera
comprovar requisitos semelhantes de qualidade, diferenciando-se nos requisitos de
comprovacdo da seguranca e eficacia/efetividade, bulas/folheto informativo,
embalagens, restricdo de uso e de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle (BPFC).
No caso do medicamento fitoterdpico, a eficacia e a seguranca deverdo ser
comprovadas por meio de estudos clinicos, enquanto o produto tradicional
fitoterapico , pela demonstracdo do tempo de uso na literatura técnico-cientifica
(BRASIL, 2014).

A legislagdo traz como requisitos para 0 registro de medicamentos
fitoterapicos, a qualidade assegurada a partir das etapas tecnoldgicas, desde o
adequado planejamento da producdo, o cumprimento das Boas Praticas de
Fabricacdo em todas as etapas da cadeia produtiva, do suprimento da matéria-prima
vegetal até o produto final, com a comprovacdo documentada por meio de relatérios
técnicos (BRASIL, 2014; LUCINDA; COUTO; BRESOLIN, 2012).

A qualidade de um medicamento € alcancada mediante o controle das
matérias-primas, do produto acabado, materiais de embalagem, formulacéo
farmacéutica e estudos de estabilidade. No caso de fitoterapicos, os extratos e
formas farmacéuticas derivadas requerem analises mais sofisticadas, devido a
complexidade da matriz vegetal e principalmente quando contém misturas de drogas
vegetais, onde a autenticidade do produto é dada exclusivamente pela sua
composicao quimica (NETTO et al., 2006).

S&o inimeros os problemas de qualidade em relagdo a matéria-prima vegetal,
como substituicio de uma determinada espécie por outra, contaminacao
microbiolégica e quimica (ROCHA, 2009). Além disso, as plantas estdo sujeitas as
variagcdes em sua composi¢cao quimica, como alteracdo do teor dos principios ativos,
gue podem ocorrer em resposta a fatores climaticos, genéticos e ecologicos durante
o desenvolvimento da planta, a época em que a planta é coletada, a temperatura e
tempo durante a secagem, e aos fatores relacionados ao processo extrativo
(LUCINDA; COUTO; BRESOLIN, 2012; VILEGAS; CARDOSO; QUEVEDO, 2012).
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Assim € essencial a padronizacdo dos fitoterdpicos. Um fitoterapico
padronizado apresenta caracteristicas conhecidas e teor conhecido de
marcador(es). Isto assegura a constancia dos efeitos terapéuticos e a seguranca do
usuario (BRASIL, 2014 ; KLEIN et al., 2009).

A Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2010) em sua Ultima edicdo publica
monografias de plantas medicinais e derivados vegetais, onde constam
especificacdes botanicas, caracteristicas e ilustragcdes macro e microscopias, testes
de identificacdo, de controle microbiolégico, teor de marcadores, entre outros
aspectos. Em 2011, foi publicado o Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira onde estéo registradas informacdes sobre a forma correta de preparo e as
indicacdes e restricbes de uso de cada espécie. Este formulario € constituido de 47
monografias de drogas vegetais para infusos e decoctos, além de monografias para
tinturas, xaropes, geéis, pomada e sabonete contendo derivados vegetais (BRASIL,
2011).

Monografias publicadas em farmacopéias norteiam o controle de qualidade de
determinadas plantas. No entanto, quando ndo ha referéncias farmacopéicas da
planta em questdo, o fabricante deve desenvolver e validar métodos analiticos,
estabelecer as especificacdes a fim de confirmar a qualidade, justificar a incluséo ou
a exclusao de testes especificos para o controle de qualidade (LUCINDA; COUTO;
BRESOLIN, 2012).

Os marcadores sdo substancias quimicas caracteristicas de determinada
espécie vegetal, indispensaveis ao planejamento e monitoramento das acdes de
transformacao tecnoldgica, bem como aos estudos de estabilidade dos produtos
intermediéarios e finais (TOLEDO et al., 2003). No Brasil a ANVISA define marcador
composto ou classe de compostos quimicos presentes na matéria prima vegetal, que
apresenta preferencialmente correlagdo com o efeito terapéutico, que é utilizado
como referéncia no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do
medicamento fitoterdpico (BRASIL, 2014).

Segundo o European Medicines Agency — EMEA (2008) existem duas
categorias de marcadores, os marcadores analiticos que s&o constituintes ou grupos
de constituintes que servem apenas para fins analiticos e os marcadores ativos que
sado constituintes ou grupos de constituintes relacionados com a atividade
terapéutica. O EMEA também diferencia extrato padronizado e quantificado, onde o

extrato padronizado deve apresentar um determinado teor de marcador ativo, que
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pode ser obtido com utilizacdo de excipientes, usados em uma faixa aceitavel, para
0 alcance daquele determinado contetdo de marcador. J& o extrato quantificado
pode apresentar seu teor de marcador ativo em uma faixa aceitavel. O EMEA
também prevé uma categoria de derivado vegetal denominada “outros” onde nao ha
marcador ativo ou analitico definido, apenas é especificada a quantidade de material
vegetal empregado (BUFAINO, 2013, EMEA, 2010).

De fato a escolha do(s) marcador(es) € uma etapa importante para o
desenvolvimento de métodos analiticos que irdo subsidiar o desenvolvimento de
derivados vegetais e fitoterapicos. A necessidade do estudo fitoquimico da espécie,
sua variabilidade sazonal e geogréfica € de extrema importancia, associado ao
biomonitoramento, visando conhecer melhor o(s) marcador(es) e a sua contribuicdo
para o efeito farmacolégico, além de monitorar 0s processos tecnologicos na cadeia
produtiva do medicamento. Os marcadores s&o selecionados segundo sua
abundancia na planta, facilidade de deteccéo, labilidade frente a determinada etapa
tecnoldgica e sua correlagdo com a atividade bioldgica. A definicdo de marcadores é
fundamental para o processo de validacdo analitica que possa subsidiar as
diferentes etapas do processo produtivo (SONAGLIO et al., 2003).

A validacdo de processo analitico deve garantir que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Tao importante quanto o desenvolvimento e validagcdo da metodologia analitica € o
estudo de estabilidade, o que garantird a qualidade do fitoterapico em toda sua vida
atil, e o que vem determinar o prazo de validade do mesmo (KLEIN et al., 2009).

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais,
como temperatura, umidade e luz, e de fatores intrinsecos do produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicéo, processo de fabricacéo, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

Para a matéria-prima vegetal, sdo requeridos testes de autenticidade,
caracterizagdo organoléptica, identificagdo macroscopica e microscopica, sendo
também requeridos para a matéria-prima vegetal e para o produto acabado os testes
de pureza e integridade, o perfil cromatogréafico ou a prospeccéo fitoquimica, como
também a analise quantitativa do marcador. Ja para o produto acabado, também é
necessario os testes de controle da qualidade do medicamento de acordo com a

forma farmacéutica; especificacbes do material de embalagem priméaria; e controle
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dos excipientes utilizados na fabricagdo do medicamento, entre outros (BRASIL,
2014).

Para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica como veiculo de
farmacos sintéticos, como também extratos vegetais, € preciso considerar as
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de todos os componentes empregados
na formulagdo (AULTON, 2005).

Na pesquisa e desenvolvimento de formulagdes que contenham extratos
vegetais a selecdo cuidadosa dos excipientes determinam a seguranca e eficacia do
produto farmacéutico (MATOS, 2013). As diferentes formas de liberacdo vém
contribuir para a melhoria da solubilidade e biodisponibilidade, reducédo da
toxicidade, potencializacdo da atividade farmacoldgica, aumento da estabilidade e
também reducdo de degradacdo fisica e quimica. Diversos extratos vegetais
apresentam excelente atividade in vitro e, no entanto demonstram menos ou
nenhuma atividade in vivo devido a caracteristicas da formulacdo (AJAZUDDIN,
2010).

Preparacdes topicas semissolidas sdo aquelas previstas para aplicacdo na
pele ou mucosa para acéo local ou penetracdo percutanea ou, ainda, por sua acao
emoliente ou protetora (AULTON, 2005, FERREIRA; LEITE, 2009). As preparacoes
semissélidas contendo extratos vegetais incluem pomadas, cataplasma, géis, locao
e cremes, sado formulagBes para uso sobre a pele ou mucosas. Estas preparacbes
sdo comumente obtidas a partir da incorporacdo do extrato liquido ou seco,
previamente misturado a um co-solvente, em uma base lipofilica ou hidrofilica
(LUCINDA; COUTO; BRESOLIN, 2012).

A absorcdo cutdnea de principios ativos incorporados em formulacdes
semissolidas ndo depende apenas das propriedades fisico-quimicas do ativo, mas
também de sua interacdo junto ao veiculo farmacéutico e a condi¢des da pele. Para
cada tipo de ativo deve ser selecionada uma base apropriada. O veiculo de uma
formulacdo atua diretamente na acdo de um extrato vegetal, uma combinacéo
incompativel pode comprometer a eficacia, através de incompatibilidade extrato e
formulacéo, veiculo ndo apropriado para a pele a ser tratada, indisponibilidade do
ativo devido a alta compatibilidade extrato e veiculo (FERREIRA; LEITE, 2009).

A forma farmacéutica semissoélida apropriada para cada ativo deve assegurar
eficacia, seguranca e qualidade do principio ativo, facil aplicacdo e estabilidade.

Portanto, a obtencdo de uma formulacdo fitoterapica de uso tdpico, requer
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planejamento, conhecimento sobre as caracteristicas do ativo, da formulacéo e da
interac&o do ativo com a pele (ADRIANO, 2009).

Formulacdes semissolidas contendo extratos vegetais tém sido desenvolvidas
para o tratamento de doencas topicas e sistémicas, como dermatites, dor e
inflamacéo (LUCINDA; COUTO; BRESOLIN, 2012).

3.2 Ipomoea pes-caprae

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae), subespécie Ipomoea pes-
caprae subsp. brasiliensis (L.) Ooststr. (Figura 1), conhecida no Brasil como salsa-
da-praia, € uma planta de restinga em regides tropicais e sub-tropicais. E de
ocorréncia natural com variagdo em funcdo do efeito das marés e expansdo de
praias e dunas (CASTELLANI; SANTOS, 2006; CHRISTMAN, 2000).

|. pes-caprae € uma planta perene de vida longa, com sistema caulinar de
ramos longos (estoldes), e curtos, com os ramos longos atingindo de 10 a 15 m de
comprimento. Estes estol6es apresentam nos espacados de 25 a 30 cm e 10 cm nas
extremidades. Nestes nos formam-se folhas e ramos curtos de até 0,5 m com folhas
pouco distanciadas. Tanto os estoldes como 0s ramos curtos podem se ramificar e
apresentar inflorescéncias. Sua raiz é tuberosa e caule radicante; folhas bilobas,
codiformes, longo-pecioladas; as flores sédo grandes e lilas, e fruto capsula pequeno.
Em Santa Catarina, a floracéo e frutificacao de I. pes-caprae ocorrem no veréao e no
outono (CASTELLANI; SANTOS, 2006; CHRISTMAN, 2000).

Uma das caracteristicas anatdbmicas mais notaveis das Convolvulaceaes é a
existéncia de células que secretam glicosideos resinados nos tecidos foliares e nas
raizes das plantas. Estes constituem um importante marcador quimiotaxondmico
desta familia (MEIRA et al., 2012). As resinas glicosidicas sao metabdlitos
anfipaticos, ou seja, sua estrutura contém porcdes lipofilicas (agliconas) e hidrofilicas
(acucares) (SOUZA FILHO; TREZZI; IOUE, 2011).

Na medicina popular a |. pes-caprae € principalmente empregada em
ferimentos cutaneos, além de coélicas, processos dolorosos e desordens
gastrintestinais. Destaca-se a aplicacdo de pasta das folhas, por banhistas e
pescadores, sobre queimaduras causadas por agua vivas (MANIGAUNHA,;
GANESH; KHARYA, 2010; MEIRA et al., 2012; WASUWAT, 1970).
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Figura 1. Foto ilustrativa de Ipomoea pes-caprae (Convolvulaceae).

Fonte: FOREST (2008)

Wasuwat (1970) estudou o efeito anti-histaminico da fragédo éter do destilado
por arraste a vapor das folhas, frente ao veneno da agua viva. A fracdo denominada
IPA demonstrou atividade anti-histaminica significativa, ainda que inferior a
difenidramina e antazolina. Em outro estudo, a eficacia clinica da aplicagéo tépica do
IPA a 1%, foi demonstrada no tratamento da dermatite causada por acidente com
medusa (SUNTHONPALIN; WASUWAT, 1985).

Pongprayoon, Bohlin e Wasuwat (1991a) relataram a efetividade do IPA frente
a diferentes espécies de medusas, sobre a neutralizagdo de seus venenos, que
consistem em polipeptideos e enzimas como colagenases, proteases, elastases e
nucleases, que exercem acdes toxicas como dermatonecroses, hemolise e lise
mitocondrial.

Entre os varios compostos ativos relatados para esta espécie, destacam-se 0s
compostos descritos no Quadro 1 (MEIRA et al., 2012).
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Quadro 1. Substéncias encontradas e atividades biolégicas relatadas com a planta Ipomoea

pes- caprae.
Substancia Clgsge Atividade Bioldgica | Referéncia
Quimica
Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico
_(Acido isoclorogénico — A) Compostos TERAMACHI |
Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico ho L etal.
P . Fendlicos Inibicdo da colagenase | (2005)
_(Acido isoclorogénico — B)
Acido 4,5-di-O-cafeoilquinico
(Acido isoclorogénico — C)
Acido galico Compostos Antioxidante BANERJEE et al. (2013)
Fendlicos
Actinidol Isoprenoides Anti-inflamatéria (Pl(gngbI;RAYOON etal.
PONGPRAYOON et al.
Trans-B-damascenona Atividade (1992a,b);

E-phytol

Isoprenoides

antiespamadica

EMENDORFER et al.
(2005)

3,4-diidro-8-hidroxi-3-
metil isocumarina

Cumarinas

Inibicdo da sintese de
prostaglandinas

PONGPRAYOON et al.
(1992b)

Melleina
Eugenol WASUWAT (1970);
i i i ihins ‘ PONGPRAYOON et al.
4,4,7-trimetil-1,4-diidro-2 Benzenoides Inibicdo da sintese de (19915

hidroxi-1-naftalenona
4-vinil-guaiacol

prostaglandinas

PONGPRAYOON et al.
(1992b)

Quercetina 3-O-B-D-
glicofuranosil
Isoquercitrina

Flavonoides

Antinocicepc¢ao
Anti-inflamatéria
Antioxidante

KROGH et al. (1999);
VIEIRA et al.(2012);
BANERJEE et al. (2013)

Pescaprosideo A
Pescapreinas | a IV

Glicolipideos

Citoxicidade
Antibacteriana

PEREDA-MIRANDA et
al. (2005); ESCOBEDO-
MARTINEZ et al. (2010)

Acetato de a-amirina, B-amirina
Acido betulinico
Glochidona

Triterpenos

Antinocicepc¢éo

KROGH et al. (1999)

Estigmasterol

Terpenos

Antibacteriana

KUMAR et al. (2014)

8-cedren-13-ol
E-nerolidol
Guaiol
a-cadinol
Limoneno
a-copaenoo
Germacreno
E-phytol
O-cadineno
a-humuleno

Terpenos

Anti-hemorroidal

MARIE et al. (2007)

O efeito anti-inflamatério da IPA em modelos pré-clinicos foi relatado por

Pongprayoon et al. (1991b, 1992). A aplicacao topica da IPA inibiu o edema da pata

induzido pela carragenina e o edema da orelha induzido por acido araquidonico ou

fenilpropiolato de etila em ratos. A formacao de prostaglandina in vitro foi inibida pelo
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extrato de um modo dose-dependente, evidenciando a atividade anti-inflamatoria,
provavelmente devido a uma reducédo de prostaglandina e formagé&o de leucotrienos.

O extrato metandlico das partes éareas também demonstrou efeito
espasmolitico em preparacbes de musculo liso (EMENDORFER et al.,, 2005),
confirmando os resultados obtidos anteriormente com a IPA (PONGPRAYOON et
al., 1989, 1992).

Rogers, Grice e Griffiths (2000) confirmaram o uso popular de |. pes-caprae
no tratamento da enxaqueca, por meio da atividade inibidora da agregacao
plaquetéria in vitro e a sua capacidade de estimular a liberacdo de serotonina. Neste
estudo, o extrato foi obtido empregrando-se metanol como solvente da planta inteira.

A atividade antinociceptiva relacionada ao uso popular de I. pes-caprae contra
a dor associada a reacéo local apés o contato com veneno de agua viva foi validada
em modelo de contor¢Bes abdominais induzida por acido acético (SOUZA et al.,
2000). Os tratamentos por via i.p., com o extrato metandlico das partes aéreas
revelaram potente e significativa atividade antinociceptiva, bem como para os
compostos anteriormente isolados por Krogh et al. (1999): estigmasterol, B-sitosterol,
glochidona, acetato de a-amirina, acetato de B-amirina, a-amirina, B-amirina, 2-
hidroxi-4,6-dimetoxi acetofenona, 2,4-dihidroxi-6-metoxi acetofenona, &acido sericio,
acido betunilico, e os compostos fendlicos, isoquercitrina, quercetina e &acido
salicilico. Dentre estes, o acido betunilico, a glochidona, o acetato de B-amirina e a
a-amirina apresentaram atividade antinociceptiva superior a aspirina e ao
paracetamol.

Vieira et al. (2012) estudaram o efeito antinociceptivo e anti-inflamatoério do
extrato hidroetandlico de |. pes-caprae, pela via i.p., utilizando o teste de contorcao
abdominal e modelos de pleurisia induzida por carragenina. O extrato etandlico (70
°GL) foi capaz de inibir mais de 50 % das contor¢des abdominais na dose de 20
mg/kg. O maximo de inibicdo foi de 55,88 %, enquanto a indometacina apresentou
64,86% de inibicdo a 10 mg/kg. No modelo de pleurisia, 0 extrato apresentou
inibicdo dose-dependente na primeira fase da inflamacdo (4 h), inibindo 50% de
exsudacéao e de 60,88 % da migracao de leucocitos para a cavidade pleural.

A atividade dos extratos etandlicos (etanol 70%) das folhas e caules de I. pes-
caprae obtidos por percolacdo a quente com etanol 70%, foi estudada em modelo de
artrite in vitro, na dose de 2000 pg/mL, através do modelo de inibicdo da

desnaturacao proteica, a qual é relacionada com a producéo de fator reumatoide.
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Quando comparado com o diclofenaco de sodio, o extrato das folhas inibiu 82,94%,
enguanto o extrato dos caules inibiu apenas 55,47%. Os autores sugerem relacdo da
atividade com o efeito imunossupressor de taninos, presentes neste extrato
(VENKATARAMAN et al., 2013a).

Em continuidade, Venkataraman et al. (2013b) avaliaram a atividade anti-
inflamatoria, via oral, dos extratos etanolicos das folhas e dos caules em separado,
no modelo de péletes de algodado induzindo granuloma. Ambos os extratos
apresentaram atividade anti-inflamatéria na dose de 400 mg/kg. Para o extrato das
folhas, a inibicAo média foi de 53%, e de 43% para o extrato dos caules.

A composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas frescas e secas de |.
pes-caprae das llhas Mauricio foi estudada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS) e foram identificados cerca de 70 compostos.
Tradicionalmente, as pessoas que sofrem de hemorroidas fazem banho de assento
com a decoccdo quente das folhas de |. pes-caprae, a fim de que o vapor atinja a
lesdo. Deste modo, relacionou-se a atividade anti-hemorroidas da planta, pelo
menos em parte, aos constituintes do Oleo essencial da planta. A atividade é
justificada pela presenca de monoterpenoides, sesquiterpenoides, monoterpenos e
sesquiterpenoides presentes nos 6leos essenciais (MARIE et al., 2007).

Para as fracfes do extrato metandlico das folhas de I. pes-caprae também foi
relatada a inibicdo da colagenase, sendo que a fracdo acetato de etila apresentou
maior atividade e a sua purificacdo resultou no isolamento de ésteres do acido
quinico, como os acidos isoclorogénicos A, B e C (TERAMACHI et al., 2005).

A atividade antibacteriana de extratos das folhas de I. pes-caprae, obtidos
com metanol, acetato de etila, diclorometano e hexano, foi avaliada. Apenas o
extrato metanolico demonstrou inibicdo significativa do crescimento das bactérias
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Vibrio parahemlyticus. Todos os extratos
foram ineficazes contra a Salmonella typhi (KUMAR et al., 2014).

Outra atividade relatada para a I. pes-caprae é o efeito inibidor da bomba de
efluxo em cepas resistentes de Staphylococcus aureus pelo composto Pescapreina
XVIII presente no extrato cloforérmico da planta. Outros glicosideos presentes
potencializaram a acdo do norfloxacino em cepas resistentes (ESCOBEDO-
MARTINEZ et al., 2010).

Shanmugapriya et al. (2012) avaliaram a atividade antifingica do extrato bruto

das flores de |. pes-caprae, em trés diferentes classes de fungos, produtores de
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aflotoxinas, fitopatogénicos e patogénicos em humanos. O extrato etandlico 80 °GL
de flores de I. pes-caprae inibiu significativamente o crescimento fungico, sendo que
a inibicdo total do crescimento foi observado em 10-15 mg/mL do extrato. A
concentracao inibitéria minima variou de 5,25 a 8,00 mg/mL.

A atividade antioxidante in vitro através do método DPPH, foi relatada para o
extrato hidroetandlico 80 °GL das folhas de I. pes-caprae, com a presenca de 0,84%
(m/m) de compostos fendlicos (calculados como acido galico) e 0,23% (m/m) de
flavonoides calculados como equivalentes de catequina por 100 g de massa fresca
de folhas. A atividade antioxidante foi diretamente proporcional a concentracdo e
atividade maxima foi observada a 1000 mg/mL do extrato (UMAMAHESHWARI,
RAMANATHAN; SHANMUGAPRIYA, 2012).

O extrato metandlico de I. pes-caprae demonstrou atividade citotdxica frente a
células HEp-2, cuja concentragdo citotdxica para 50% das células - CTCsg situou-se
na faixa de 50 a 100pg/mL (PAREKH et al., 2012).

A similaridade e as diferencas entre as espécies |. pes-caprae e a Umbellata
merremia foram estudadas, com base em analise fitoquimica e bioensaios. No que
diz respeito a atividade citotoxica, a espécie |. pes-caprae mostrou resultados
superiores, sendo maior que 80% (GANJIR; BEHERA; BHATNAGAR, 2013).

O extrato metandlico da planta inteira de |. pes-caprae na dose 5 ulL/g,
administrado por via oral duas vezes ao dia, por sete dias, em camundongos,
promovendo aumento significativo no total de células da medula 6ssea, revelando
efeitos estimulantes sobre a hematopoiese (BREMER, 2005).

Estudos tecnoldgicos também foram realizados pelo Nucleo de Investigacdes
Quimico-Farmacéuticos (NIQFAR), a fim de caracterizar esta planta como matéria-
prima farmacéutica. Foi estabelecido um protocolo minimo para o controle de
qualidade de I. pes-caprae, incluindo perda por dessecacgéo, teor de flavonoides
totais e cromatografia de camada delgada. Neste estudo o teor de extrativos e
flavonoides totais foi maior nas folhas (BARNI; CECHINEL-FILHO; COUTO, 2009), a
isoquercitrina e a quercetina foram empregadas para o controle de qualidade da
solucdo extrativa hidroetandlica 70 °GL a 12,5%, obtida por maceracdo, mas
somente a isoquercitrina foi evidenciada por cromatografia em camada delgada.

Soares (2008) desenvolveu um método por CLAE para avaliagdo do perfil
cromatografico das soluc¢des extrativas hidroetandlicas, tendo a isoquercitrina como

marcador. O meétodo se mostrou adequado para quantificar o marcador em solucdes
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extrativas e extrato seco obtido por spray dryer, embora 0 método ainda né&o
apresentasse resolucdo adequada de varios picos no cromatograma.

Magalhdes e Ghiggi (2009) identificaram a presenca de isoquercitrina e do
acido clorogénico, por CCD, em solucdes extrativas hidroetandlicas (etanol 70 °GL)
por maceracao e turbo-extracdo, e aquosas, por infusdo e decoccao das partes
aéreas de |. pes-caprae. Outras 3 manchas com caracteristica de flavonoide foram
evidenciadas na analise por CCD, porém nao identificadas.

Dutra (2013) otimizou o0 método por CLAE para analise da solucdo extrativa
obtida com 12,5% (m/v) de droga vegetal (40% caules e 60% folhas) usando etanol
70% (v/iv) como solvente, por maceracdo. Foram observados 5 picos com
caracteristica de flavonoides, sendo um deles a isoquercitrina. A metodologia
selecionada resultou em separacdo adequada dos picos, porém, com variabilidade
no tempo de retencdo do pico 5 (Figura 2), o qual elui apds o pico 4 ou apds o pico
6, mesmo em repeticbes de injecdo da mesma amostra. Este fato foi atribuido a
proximidade do pKa deste composto ao pH da fase movel e incompleta ionizacéo do
mesmo.

Figura 2. Cromatograma da solucéo extrativa, obtido por Dutra (2013), junto com o perfil de

absorgcéo no UV dos picos principais observados no cromatograma da solucéo extrativa de 1.
pes-caprae (DUTRA, 2013).
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Adriano (2009) desenvolveu formulacdes topicas em gel contendo extrato
seco de |. pes-caprae, empregando Cellosize QP100®, Carbopol ultrex®, Amigel® e
Aristoflex AVC®. Neste trabalho foram selecionadas 2 formulacdes que
apresentaram maior viabilidade, Carbopol ultrex® e Aristoflex AVC®. No decorrer do
estudo de estabilidade, as formulagBes sofreram alteracdes significativas, nos géis

analisados apés 1 ano houve degradacao total do marcador isoquercitrina. Portanto,
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faz-se necessario buscar outras bases para incorporacdo do extrato de I. pes-
caprae, que propiciem um fitoterapico estavel, eficaz e seguro.

Na Indonésia foram estudadas formulacfes semissolidas oleosas, contendo o
extrato etandlico 95%, das folhas de |. pes-caprae, em concentracdo de 2,5, 5 e
7,5%, para avalar a atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. Porém
as formulacbes ndo apresentaram adequados valores de pH e espalhabilidade. Os
valores de pH das formulagbes ndo foram compativeis com a pele, e ndo foram
testadas in vivo (RAINTUNG; EDY; SUPRIATI, 2013).

Muthalib, Fatimawali e Edy (2013) avaliaram a eficacia de pomadas contendo
o extrato etandlico 90 °GL de folhas de I. pes-caprae como cicatrizante, em feridas
abertas de coelhos, nas concentracdes de 10, 15 e 20%. Foi observada diminuicdo
do diametro da ferida a partir do 1° dia, com a eficicia e velocidade da cicatrizacdo
proporcional a concentracédo do extrato.

Udompataikul et al. (2014) avaliaram a eficacia do gel composto pela
associacdo dos extratos de Perilla frutescens, Portulaca oleracea, Ipomoea pes-
caprae, Aloe vera, Centella asiatica e Broussonetia papyrifera na reacdo a picada de
mosquito Aedes albopictus em adolescentes com hipersensibilidade, em
comparacao com gel de hidrocortisona a 1%. O tratamento foi realizado 2 vezes ao
dia por periodo de 4 semanas. O gel composto pela associacdo de extratos foi tdo
eficaz quanto ao gel de hidrocortisona a 1% no tratamento da reacao inflamatoria

aguda e crbnica apos a picada.

3.3 Inflamacdo cutanea

A pele é a interface do corpo humano com o meio externo, e além da sua
principal funcao de barreira, apresenta também outras importantes funcées como a
protecdo imunoldgica, a termo regulacdo, a percep¢édo de sensacdes de toque, dor,
calor e frio, a capacidade de sintetizar hormonios e de metabolizar xenobidticos
(PIETROVSKI, 2009; RAUH, 2008).

A pele como barreira protetora estd constantemente sujeita a lesdes, a
patdogenos que podem ocasionar desordens inflamatorias. O processo inflamatério
cutaneo ocorre promovendo a resolucédo de um desequilibrio da homeostase da pele
(PIETROVSKI, 2009).
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A pele na defesa contra invasores ou lesdes, desencadeia 0 processo
inflamatoério, que € produzido e mantido pela interacdo de varios tipos celulares
residentes como terminacdes nervosas, queratindcitos, fibroblastos, mastocitos,
células endoteliais e macrofagos, além de células que migram para o tecido
inflamado como neutrdfilos, eosinofilos, mondcitos e linfocitos. Desta maneira, varios
mediadores proé-inflamatérios sdo liberados como neuropeptideos (substancia P,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina- CGRP), metabdlitos do &acido
araquidoénico (leucotrienos, prostaglandinas), monoaminas (histamina, serotonina) e
citocinas. Estes mediadores por sua vez, através da interagdo com seus receptores
modulam, mantém e amplificam a resposta inflamatéria (GASPAR, 2003,
PIETROVSKI, 2009).

A inflamacdo neurogénica na pele € caracterizada pela vasodilatacao,
aumento do fluxo sanguineo e extravasamento de plasma, quando bem localizado o
edema resulta na formagcdo de uma pépula com eritema. Esta rea¢do ocorre a partir
da liberacdo de neuropeptideos pelas fibras nervosas cutaneas. As fibras nervosas
cutaneas séao classificadas em dois tipos fibras, as fibras do tipo C (ndo mielizadas)
e em menor quantidade fibras do tipo A (mielinizadas) que desempenham funcdes
autonbmicas e de nocicepcdao da pele. A participacdo destas no processo
inflamatorio expressa-se na presenca de dor/e ou prurido acompanhados de eritema
e edema, como sinais e sintomas inflamatérios (GASPAR, 2003; ZEGARSKA et. al.,
2006).

Diversos eventos sdo capazes de ativar nervos sensoriais na pele como:
estimulos diretos de calor, eventos mecanicos, baixo pH, mediadores inflamatérios
como histamina, metabdlitos do acido araquidbénico, bradicinina e serotonina,
alérgenos, extratos de plantas como a capsaicina capazes de ligar-se a receptores
especificos e causar a liberacdo dos neuropeptideos. Assim, também € possivel
identificar alvos farmacologicos para bloquear a ativacdo destas fibras, através do
blogueio da condugdo nervosa, da estabilizacdo de mastdcitos, bloqueio dos
receptores vaniloides (TRPV-1), bloqueio dos canais i6nicos, deplecdo de
neurotransmissores e inibicdo pré-sinaptica (GASPAR, 2003).

Na inflamac&o neurogénica alguns neuropeptideos destacam-se como a
substancia P que € um membro da familia das taquicininas e mais importante na
pele, e é encontrada nas fibras da derme e epiderme. Mastdcitos possuem

receptores para taquicininas e esta ligacdo promove a liberacdo de histamina,
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leucotrienos e TNF (fator de necrose tumoral). A substancia P também pode
influenciar ac¢des imunoldgicas no processo inflamatério com o aumento da
expressdo de interleucinas como IL-1 e IL-8 em queratindcitos, estimulando a
migracdo leucocitaria e ativando as células natural-killer. Além da substancia P,
destacam-se o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e o peptideo
vasoativo intestinal (LUGER, 2002; GASPAR, 2003; STEINHOFF et al., 2006).

A dor de origem inflamatéria resulta da interacdo entre o tecido danificado e
0S neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participacdo de
mediadores inflamatoérios. Alguns mediadores apenas sensibilizam a resposta
nociceptiva (FERREIRA, 2009).

Além da dor, a resposta inflamatéria da pele pode ter como sintoma o prurido,
gue estd intimamente relacionado com ativacdo dos receptores ativados por
proteinases (PAR-2) e também TRPV-1 (STEINHOFF et al., 2006; ZEGARSKA et
al., 2006).

O rompimento na barreira de permeabilidade, hiperproliferacdo epidérmica e
inflamacé&o sdo encontradas em diversas patologias cutaneas como as dermatites de

contato irritativas e alérgicas, dermatite atépica e psoriase (MOTTA et al., 2011).

3.4 Dermatites

A pele é a principal barreira do corpo para o ambiente externo, devido a isto,
tem um sistema imunolégico altamente ativo, controlando a entrada de antigenos. O
sistema imunélogico cutdneo é altamente organizado e regulado, abrangendo
aspectos da imunidade inata e adaptativa, alteracbes na barreira da pele, que
podem apresentar um sério perigo para a saude do hospedeiro. A pele contém um
perfil variado de células e mediadores de imunidade inata, incluindo peptideos
antimicrobianos, proteinas do sistema de complemento, e fagocitos tais como
neutréfilos e macrofagos que realizam a vigilancia do tecido cutdaneo (KENDALL;
NICOLAOQU, 2013).

Adicionalmente, a pele compde inicialmente, o sistema imune adaptativo, e é
a disfuncdo deste que aparece com destaque em condicbes patologicas e
inflamatorias cutaneas. Estas condicbes podem resultar de uma resposta imunitaria
inadequada a um antigeno n&o- infeccioso, uma resposta excessiva a uma ameaca

menor, ou da incapacidade de sanar um processo inflamatorio, levando a inflamacéo
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crdnica, que é uma caracteristica de varias condi¢des patoldgicas da pele, tais como
as dermatites (KENDALL; NICOLAOU, 2013).

As dermatites ou eczemas representam reacoes inflamatdrias agudas ou
cronicas, estas reacfes manifestam-se com a presenca eritema, prurido, formacao
de vesiculas, descamacéo e lesdes que podem ser classificadas como dermatite de
contato, dermatite de contato irritante e dermatite atopica (CASHMAN;
REUTEMANN; EHRLICH, 2012; REHAL; ARMSTRONG, 2012).

A etiologia da dermatite € multifatorial, com fatores intrinsecos e extrinsecos
que influenciam o seu desenvolvimento, e por vezes esta combinagdo de fatores
dificulta a determinac@o do agente causal. Entre os fatores extrinsecos incluem-se
ocupacao, fatores ambientais, propriedades de alérgenos e irritantes, ja entre 0s
fatores intrinsecos estdo idade, sexo, raca, integridade da barreira epidérmica,
constituicdo genética, o que contribui para a reatividade da pele (CASHMAN;
REUTEMANN; EHRLICH, 2012).

Nos Estados Unidos, as dermatites representam o segundo maior diagnoéstico
em dermatologia. Dentre as doencas de pele ocupacionais, as dermatites
representam 90 a 95% de todos os casos, sendo mais comuns a dermatite de
contato alérgica e a irritante (CASHMAN; REUTEMANN; EHRLICH, 2012). J4 a
dermatite atOpica afeta aproximadamente 25% das criancas no mundo (REHAL;
ARMSTRONG, 2012).

A dermatite atopica é uma doenca crbnica, cuja susceptibilidade para seu
desenvolvimento parece ser influenciada por fatores genéticos e ambientais.
Pacientes com dermatite atopica apresentam a pele seca, propensa a erupcdes
inflamatorias, prurido e infeccbes, devido a barreira cutdanea e imunidade celular
ineficazes. E um tipo de reacéo de hipersensibilidade mediada por células Th2, que
ativam as células B para produzir IgE, que ativam mastdcitos, histaminas, e
produzindo inflamacéo e prurido caracteristicos (KENDALL; NICOLAOU, 2013).

A dermatite de contato irritante € desencadeada pela acdo caustica de
substancias quando em contato com a pele. Nao existe suscetibilidade individual e
0s sintomas surgem abruptamente, havendo melhora rapida apds a suspenséo do
contato, sendo consequéncia geralmente de contato acidental. Ja a dermatite de
contato alérgica corresponde a uma reacdo imunologica do tipo IV, onde a

substancia é capaz de estimular o sistema imunoldgico do individuo a produzir
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linfécitos T que liberam varias citocinas, provocando uma reacdo inflamatoria
(DUARTE; LAZZARINI, 2001).

As dermatites também podem ser causadas pelo contato com aguas vivas,
caracterizando-se como dermatite de contato irritante e alérgica. Estas se
apresentam com prurido, papulas e histologia semelhante a dermatite de contato
alérgica, as reacdes cutaneas sao imediatas, e incluem eritema local, dor, prurido,
parestesia, bolhas e inchaco (AL-RUBIAY et al., 2009).

As aguas vivas sdo cnidarios que liberam as cnidas, organelas complexas
secretadas pelos cnidécitos como um mecanismo de autodefesa, uma resposta
autondmica que é utilizada para paralisar sua presa. As cnidas sdo uma mistura de
varios polipeptideos, que produzem acfes toxicas e enzimaticas na pele humana,
podendo causar alergia, e até mesmo a morte. Esta mistura é composta por
fosfolipases A e B, enzimas proteoliticas e lipidios neutros, que consistem
principalmente de catecolaminas, histamina, hialuronidase, fibrolisinas, cininas e
fosfolipases (BURNETT, 2001; NEVES; AMARAL; STEINER, 2007).

O mecanismo de toxicidade de cnidarios apresenta relacdo com receptor
TRPV1, sendo este o principal responsavel por eventos neurogénicos como coceira,
dor e reacdes cutaneas alérgicas, mesmo sem prévia sensibilizacédo, sintomas estes
presentes nas dermatites (SMITH; NILIUS, 2013; VRIENS et al., 2009; CUYPERS et
al., 2011).

O tratamento das dermatites em geral visa reduzir a inflamacao da pele e
controlar o prurido. O tratamento mais comum atualmente € o uso de
corticosteroides topicos, podendo ser combinado a emolientes e anti-histaminicos
orais, a depender da classificacdo e grau da dermatite (REHAL; ARMSTRONG,
2012).

Uma vez que as dermatites sdo processos inflamatorios, o presente trabalho
objetiva o desenvolvimento de uma formulacdo semissoélida contendo o extrato de I.
pes-caprae e a avaliacdo de sua atividade anti-inflamatoria e anti-nociceptiva. A fim
de contribuir para o desenvolvimento de um fitoterapico de aplicagdo topica que
propicie os efeitos terapéuticos e boa absorcdo, atuando principalmente na
inflamacéo, alivio da dor e de prurido, tornando-se uma alternativa terapéutica no

tratamento de doencas inflamatérias cutaneas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes e solventes

Todos os reagentes a seguir sdo de grau de pureza pré-andlise, ou grau
CLAE, exceto os diferentemente especificados:

acetato de etila (J.T.Baker);

acetonitrila (Tedia);

acido sulfarico (Merck);

acidos Isoclorogénicos A, B e C (ChromaDex);

agua purificada obtida por sistema de purificacdo de osmose reversa;

agua ultrapurificada (Barnstead — Easy pure LF);

alcool etilico (Dinamica);

BHT;

diéxido de silicio coloidal (Ativos Magistrais);

EDTA;

Hostacerin CG®;

isoquercitrina (Sigma-Aldrich), pureza = 90%;

metanol (Tedia);

Phenonip®;

Polymol®;

propilenoglical,

solucao hidroetandlica de Polietilenoglicol 4000 4%;

Sslugdo metanolica do Reagente Natural A (difenilboril-oxietilamina 1%).
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4.1.2 Equipamentos e outros materiais

Balanca analitica (Mettler Toledo® AG 204);

Banho de ultrassom (Unique® USC 5000);

Bomba de véacuo;

Coluna cromatogréfica C18 (Luna Phenomenex®, (5 pm, 250 x 4,60 mm), lote
00G-4252-E0;

Coluna XSELECT CSH hexil fenil 3,5 pm 4,6X100mm — WATERS, lote
0104321851;

Cromatofolhas de silica gel GF2s4, 20 x 20 cm (Merck);

Filtro Sartorius Stedim Biotech GmbH, celulose regenerada com porosidade
0,45 pm;

Membrana filtrante com membrana PTFE modificada para filtragcdo de
solventes organicos e aquosos (Millex TM) com porosidade 0,45 pm, 13 mm, néo
estéril;

Micropipetas (10 a 1000 pL) (Brand);

Moinho de martelos (Marconi® 600);

pHmetro (Digimed® DM 20);

Rotaevaporador (Fisatom® 558);

Cromatégrafo SHIMADZU, bomba (LC-10ADvp), acoplado a detector de
arranjo de diodos (SHIMADZU DAD SPD-M10Avp); Auto injetor (SHIMADZU SIL-
10AF), comunicador (SHIMADZU SCL-10Avp) e forno de coluna (SHIMADZU CTO-
10Avp);

Pipetas volumétricas classe A (Laborglas);

Pletismémetro Ugo Basile;

Pré-coluna Phenomenex de 4,0 mm de comprimento x 3,0 mm de diametro
interno (JO709, ref. AJO-4287);

Spray Dryer (Buichi® B-290).

4.2 Avaliacdo do perfil cromatoqréafico e teor de compostos majoritarios por
CLAE
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A avaliacdo do perfil cromatografico e do teor de compostos majoritarios por
CLAE dos derivados vegetais foi realizada utilizando coluna C18 associada a uma
pré-coluna. O comprimento de onda utilizado foi de 338 nm, com volume de injecao
de 20 pL, a fase moével foi composta de acetonitrila e agua acidificada (acido
sulfarico) pH 3,0, com o gradiente descrito no quadro 2, desenvolvido por Dutra
(2013).

Quadro 2. Gradiente da fase mével do método de CLAE validado por Dutra (2013).

Fase movel (%) _

Acetonitrila (%) Agua acidificada (%) Tempo (min)
20 80 18-25
60 40 43-47
10 90 50-60

Fluxo de 1 mL/min, temperatura 30 °C.

Com intuito de otimizar a metodologia analitica, obter reprodutibilidade,
melhor separacdo dos picos e reducdo do tempo de andlise, foram testadas
diferentes condi¢cdes em coluna hexil fenil. Esta coluna foi empregada na otimizacéo
da metodologia analitica por CLAE, em funcdo desta apresentar boa separacdo em
co-eluicbes e bom desempenho em baixos valores de pH. Nas analises com a
coluna hexil fenil, a melhor fase mével testada foi composta de acetonitrila e agua
acidificada pH 2,5 (4cido sulfarico) e seguiu o gradiente descrito no quadro 3.

Quadro 3. Gradiente de andlise utilizando coluna hexil fenil como fase estacionaria.

Fase movel (%)* Tempo (min)
Acetonitrila (%) Agua acidificada (%)

13 87 0

15 85 2,5
15 85 8

17 83 10
18 82 12
20 80 14
22 78 15
23 77 19
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25 75 20
25 75 20-24
35 65 26
13 87 27
13 87 27-32

*pH 2,5, fluxo de 1 mL/min, temperatura 30 °C.

Utilizando a coluna C18 e gradiente do quadro 2, além da isoquercitrina,
previamente selecionada como marcador (SOARES, 2008), outros compostos ja
descritos na literatura para a planta foram injetados, afim de identificar os demais
picos presentes no cromatograma. Estes compostos foram os &cidos isoclorogénico
A (ISA), &cido isoclorogénico B (ISB) e acido isoclorogénico C (ISC).

4.2.1 Preparo da fase movel e solucéo diluente das amostras para analise por
CLAE

A agua acidificada presente na fase mével, foi preparada com acido sulfurico
R em agua ultrapura a fim de atingir o pH 3,0 no gradiente elaborado por Dutra
(2013), e pH 2,5 no uso do método com a coluna hexil fenil.

A solucdo diluente foi composta por uma mistura de metanol e agua
acidificada na proporgéo 1:1. Apds o preparo, as solugdes foram filtradas através de
filtro com porosidade de 0,45 pm. Os solventes da fase movel, agua acidificada e

acetonitrila, foram degaseificados por 15 min com gas Hélio.

4.2.2 Solucéo padréao de Isoquercitrina

O marcador isoquercitrina (ISQ), armazenado sob refrigeragcdo (-20°C), foi
pesado em balanca ultramicroanalitica (5 mg) e dissolvido em 10 mL de solugéo
diluente em baldo volumétrico de 25 mL, seguido por sonicacdo por 20 min, sendo o
volume completado com 0 mesmo solvente, de modo a obter uma concentragéo final
de 200 pg/mL.

Esta solucéo foi diluida para obter uma concentracdo de 25 pg/mL. Antes da
injecdo no cromatografo, a solugéo foi filtrada com filtro de celulose regenerada de

porosidade 0,45 um diretamente para um vial.



39

4.2.2.1 Solucgéo padréo de acidos isoclorogénicos A,BeC

Inicialmente foi preparada uma solucdo mée de 1000 pg/mL de cada acido
isoclorogénico dissolvido em metanol, posteriormente foram realizadas diluicdes com
a solucéo diluente conforme item 4.2.1.

A partir das diluicoes, foram obtidas solu¢gdes com concentracdes de 10 a 100
pug/mL em cinco niveis, e injetadas em duplicata. Antes da inje¢cdo no cromatégrafo,
a solucédo foi filtrada com filtro de celulose regenerada de porosidade 0,45 pm,
diretamente para um vial.

Para determinagdo do teor destes marcadores presentes nos derivados
vegetais, as amostras foram preparadas em triplicata, e injetadas em duplicata e
calculada a concentragdo dos marcadores isoquercitrina (ISQ) e dos acidos
isoclorogénicos A, B e C (ISA, ISB e ISC). A concentracdo do padréo I1SQ foi
calculada a partir da média das areas de 5 injecdes do padréo injetado no dia de
cada analise. A concentracdo dos padrdes ISA, ISB e ISC foi calculada a partir da

equacdao da reta de cada um dos marcadores.

4.2.3 Preparo e quantificacdo dos marcadores na solucao extrativa por CLAE

Foram transferidos 5,0 mL de cada solugdo extrativa para um baldo
volumétrico de 10 mL, e o volume completado com a solugcdo diluente, sendo
denominada solucdo 1. O volume de 1,25 mL da solugéo 1 foi transferido para um
baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com a solucdo diluente.
Antes da injecdo no cromatdgrafo, esta solucéo foi filtrada com filtro de celulose
regenerada de porosidade 0,45 um, diretamente para um vial.

A concentracdo do marcador 1SQ na amostra foi calculada a partir da area
média e concentracdo do padrdo 1SQ injetado no mesmo dia em quintuplicata,
empregando a Equacdo 1, onde Aa é é&rea da ISQ na solucdo amostra, Cp €
concentracdo do padrdo ISQ em pg/mL na solucdo padrdo, Ap area média do
padrao.

Calculo da concentracao 1SQ (ng/mL) = Aa x Cp (2)
Ap
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A partir da concentracdo dos marcadores na solu¢cdo amostra foi calculado o
teor dos mesmos na solucdo extrativa (SE) com base no residuo seco (RS)
empregando a Equacédo 2, onde: Ca € a concentracdo dos marcadores na solucéo
amostra obtidos a partir da equacao da reta dos marcadores ISA, ISB, ISC e ISQ a
partir da (eq. 1); 1,6 € o fator de correcdo da solugcéo extrativa e RS € o residuo seco
obtido na solucéo extrativa (%).

Calculo do teor de ISQ, ISA, ISB, ISC (mg/g) = Cax 1,6 (2)
RS

4.2.4 Preparo e quantificagcdo dos marcadores no extrato mole por CLAE

Foram pesados exatamente cerca de 0,8 g de extrato mole (EM) e
transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 20 mL. Foram adicionados
10 mL da solucdo diluente (item 4.2.1), sonicando-se por 20 min e o volume foi
completado com o mesmo solvente. A solugéo resultante foi denominada solucéao de
extrato mole estoque (SEME).

A solucéo de extrato mole foi preparada a partir da SEME transferindo-se 5
mL para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com a solucéo
diluente (solucéo 2). O volume de 1,25 mL da solugé&o 2 foi transferido para um baléo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com a solugdo diluente (SEM).
Antes da injecdo no cromatografo, a SEM foi filtrada em filtro de celulose regenerada
de porosidade 0,45 um, diretamente para um vial.

A partir da concentracdo dos marcadores na solucdo extrato mole foi
calculado o teor dos marcadores no extrato mole (EM) empregando a Equagéo 3,
onde: Ca é a concentracdo dos marcadores na amostra; e RS é o residuo seco
obtido no extrato mole (%); 32 é o fator de corre¢do do extrato mole, Mgs = massa

do EM (g) pesada para fazer a solugéo extrato mole estoque.

Céalculo de ISQ, ISA, ISB e ISC no EM (mg/g) = Ca x 32 3)
Mgem X RS

4.2.5 Preparo e quantificacdo dos marcadores no extrato seco por CLAE
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A solucéo de extrato seco e o calculo do teor dos marcadores foi realizada da

mesma forma que o descrito para o extrato mole (item 4.2.4).

4.3 Droga veqgetal

Como material vegetal foram utilizadas as partes aéreas da I. pes- caprae (L.)
R. Br, coletada na praia de Esplanada, municipio de Jaguaruna-SC no segundo
semestre de 2011 e no primeiro semestre de 2013 e 2014. Uma exsicata da planta,
coletada neste local foi depositada no Herbéario Barbosa Rodrigues (Itajai-SC) sob o
registro V.C. Filho 009 (DUTRA, 2013) e enviada também do Herbéario da
Universidade Estadual de Maringd, sob registro HUEM 23566.

Apbés o recebimento do material vegetal fresco, foi realizada a triagem
manual, através da selecdo das folhas e caules e eliminacdo do material estranho,
seguindo-se a limpeza a seco, com auxilio de gaze para remocao da areia e outras
sujidades, e pesagem do material fresco.

A seguir, as partes do vegetal foram levadas a sala de secagem. Apos
secagem, foi realizada moagem das partes da planta separadamente em moinho de

martelos, com abertura de saida de 10 mesh.

4.4 Derivados vegetais

4.4.1 Otimizacédo do processo de obtencédo da solucao extrativa hidroetanélica

de |. pes-caprae

A partir das partes aéreas secas e moidas de |. pes-caprae foram obtidas
solucBes extrativas (SE70) com base em estudos anteriores, que empregaram como
liquido extrator o etanol 70 °GL e a droga vegetal composta por uma proporcao de
40% de caules e 60% de folhas (DUTRA, 2013; VIEIRA, 2008).

As solucdes extrativas foram submetidas a filtracdo em sistema vacuo e funil
de Buchner, com o auxilio de tecido Sontara®e papel filtro qualitativo.

Foi realizado estudo de otimizacdo do processo de obtenc&o do extrato, com
trés relacdes droga:solvente (7,5, 12,5 e 20%) e trés tempos de maceracao dinamica
a 300 rotagcbes por minuto - RPM (12, 18 e 24 h), com triplicata do ponto central,

totalizando sete experimentos.
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As diferentes solugbes extrativas foram analisadas quanto ao pH, residuo
seco (BRASIL, 2010), perfil cromatografico e teor de 1SQ, ISA, ISB e ISC por CLAE.

4.4.2 Obtencao da solucao extrativa hidroetandlica de |. pes-caprae em

diferentes graus alcodlicos

Com intuito de investigar o efeito do solvente sobre a atividade biolégica do
creme contendo extrato de |. pes-caprae, foram realizadas extracdes com etanol 50,
70 e 90 °GL e a droga vegetal composta por uma proporcdo de 40% de caules e
60% de folhas. Também foi avaliada a influéncia da composi¢do da droga vegetal
realizando-se uma extragcdo com etanol 50 °GL e droga vegetal composta por 100%
de folhas. A proporgédo droga: solvente foi mantida em 7,5%, conforme dados da
otimizacdo. O processo de extracdo foi realizado, através turbo-extracdo em
liquidificador por 10 min, em 5 ciclos com intervalos de 2 min, para o resfriamento do
sistema (SOUZA et al., 2010).

4.4.2 Obtencao do extrato mole de I. pes-caprae

As solucdes extrativas foram concentradas em rota evaporador ha
temperatura de 50 °C, visando eliminar 70% do volume. Apdés esta etapa as
solugdes concentradas foram mantidas em banho-maria 50°C, com agitagdo manual
com bastédo de vidro. Esta etapa de concentracdo até extrato mole (EM) durou em
média 72 h. Todas as solucdes extrativas foram concentradas até o ponto de extrato
mole para ser incorporado no creme ou para a secagem por spray dryer. O EM foi
submetido a caracterizacdo (caracteristicas organolépticas, residuo seco, perfil e

teor de marcadores por CLAE).

4.4.3 Secagem da solucao extrativa hidroetandlica de I. pes-caprae por spray

dryer

A secagem foi realizada em aparelho com sistema aberto de secagem, modo
pneumatico. O fluido de alimentacao foi constituido do EM, diéxido de silicio coloidal,
como adjuvante de secagem, e agua, a fim de perfazer 10% de sélidos totais em
suspensao. O adjuvante foi empregado na propor¢cao de 20%, calculado em relacéo
ao produto final ou teor de sdlidos. A secagem foi realizada com temperatura de
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entrada de 170 °C, fluxo de alimentac&o a 4 mL/min, pressao do ar de 5 bar, fluxo do
ar comprimido a 400 NL/h e aspiragao de 90% (DUTRA, 2013).

O extrato seco foi produzido com a finalidade de ser incorporado no creme, e
avaliar a sua atividade bioldgica. O extrato seco foi submetido a caracterizacao
(caracteristicas organolépticas, perda por dessecacdo, perfil e teor de marcadores
por CLAE).

4.5 Caracterizacdo dos derivados vegetais

4.5.1 Perda por dessecacédo do extrato seco

A determinacdo da perda por dessecacao foi realizada em triplicata, a partir
de cerca de 500 mg de ES, em balanca de secagem por infravermelho a 105 °C
(BRASIL, 2010).

4.5.2 Determinacao do residuo seco da solucao extrativa e extrato mole (RS)

Cerca de 2,0 g da amostra foram pesados em cadinhos de porcelana
previamente tarados, sendo submetidos ao aquecimento, em chapa quente a 250
°C, até evaporacdo completa do solvente. Apds, os cadinhos contendo o residuo
seco por evaporacdo, foram dessecados em estufa a 105 °C, durante cerca de 4
horas, resfriados em dessecador por 30 min, e pesados. O ciclo de dessecacao,
resfriamento e pesagem foi repetido até peso constante (BRASIL, 2010). O residuo
seco (RS), expresso em percentual (RS% = massa de RS para cada 100 g de SE),
foi determinado para solucdo extrativa, pela média de trés repeticdes, através da
Equacédo 4, onde m; é massa do cadinho dessecado; m, € massa do cadinho
contendo a amostra; mz € massa do cadinho contendo o residuo dessecado, apos
peso constante.

RS% = (mg—_ml) x 100 4)
(m2 —my)

4.5.3 Determinacao do pH
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A determinagdo do pH foi realizada em pHmetro. Foram medidos 100 mL da
SE e transferidos para um béquer de 150 mL, com agitacdo constante. O resultado

foi calculado pela média de trés determinacdes (BRASIL, 2010).

4.5.4 Perfil por Cromatografia em Camada Delgada

A andlise quimica qualitativa das solucdes extrativas e do extrato seco
(dissolvido em metanol) foi realizada por cromatografia em camada delgada, em
cromatoplacas de silica GFs4, utilizando como sistema de elui¢cdo: acetato de etila:
acido férmico: &cido acético: agua (100:11:11:27), tendo como padrdo a
isoquercitrina dissolvida em metanol (1 mg/mL), com aplicacdo de 5 pL de cada
amostra. Os cromatogramas foram desenvolvidos de forma ascendente, em cubas
saturadas. ApOs secagem em temperatura ambiente, as placas foram observadas
sob luz UV em 365 nm e apos revelagcdo com solugdo metandlica de difenilborildxi-
etilamina a 1% (Reagente Natural A) e fixacdo com solucdo hidroetandlica 77%
contendo polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) a 4% (m/V) (WAGNER; BLADT, 2001).

4.6 Desenvolvimentos de semissélidos contendo os derivados vegetais de |.

pes-caprae

Para o biomonitoramento dos derivados vegetais de |. pes-caprae brasiliensis
(L.) R. Br., foi preparado um creme, tendo-se como referéncia a base semissolida
desenvolvida e selecionada por Cesca et al. (2012), segundo os estudos de
estabilidade e ativiade farmacolégica. Assim, preparou-se o creme base Hostacerin®,
para a incorporacdo dos EM ou ES nas concentracdes de 0,1 a 2,0% com a
composicdo descrita no quadro 4. Também foi preparado creme branco, sem a

incorporagao do extrato.

Quadro 4. Composicdo da base Hostacerin CG® contendo derivados vegetais de I. pes-
caprae.

Componentes Concentracao (%)
Extrato mole ou Extrato seco 0,1a20
Hostacerin CG® 12

Phenonip® 0,7

EDTA 0,1

Polymol® 0,9
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BHT 0,003
Propilenoglicol 5
Agua purificada qsp.

Os cremes foram preparados a quente, os componentes da fase aquosa e
oleosa foram aquecidos separadamente, em banho-maria. Ao atingirem a
temperatura aproximada de 60 °C, a fase aquosa foi adicionada a fase oleosa sob
agitacao constante, mantendo-se sob aquecimento durante 1 minuto. Apds, o creme
foi agitado até esfriamento. O ES ou EM foram levigados com propilenoglicol e
adicionados ao creme, a frio. Ap6s homogeneizagcdo, os cremes foram envasados
em bisnagas de 30 g. O creme branco foi preparado da mesma forma, sem a adicéo

do extrato.

4.7 Analise das formulacoes semissolidas contendo derivados vegetais de |I.

pes-caprae por CLAE

Para andlise do teor dos marcadores por CLAE no creme foi realizada
extracdo por dispersdo de matriz em fase soélida (CESCA, 2010). Os marcadores
selecionados foram a isoquercitrina (DUTRA, 2013; SOARES, 2008) e os acidos
isoclorogénicos A, B e C.

Para cada analise foram pesados 2,5 g de creme e 10 g de silica gel e
homogeneizados em gral com auxilio de pistilo formando a mistura inicial. Apdés este
processo, foi colocado algodéo no fundo de uma seringa de polipropileno de 60 mL.
Esta seringa foi entdo empacotada com 2,5 g de silica gel em sua base e a mistura
de silica com o creme foi adicionada cuidadosamente sobre esta base. Este sistema
foi eluido com 100 mL de metanol:diclorometano em propor¢cdo 50:50 (v/v). Cada
experimento foi realizado em triplicata e o volume eluido foi recolhido em béquer,
este conteudo foi evaporado até secura do solvente. Posteriormente, este contetudo
foi retomado com pequenas porcdes da solucao diluente (item 4.2.1), transferindo-se
guantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL.

Em paralelo, para quantificacdo da recuperagdo do processo, foi pesada a
massa equivalente de extrato presente em 2,5 g do creme, transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, ao qual foi adicionado 7 mL da solugéo diluente sonicando-se

por 20 min e completando o volume (solugéo referéncia).
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Estas solugbes foram filtradas com filtro de celulose regenerada de
porosidade de 0,45 um diretamente para um vial, e analisadas em triplicata por
CLAE.

Para uma validacao inicial do processo de quantificacdo dos marcadores dos
cremes de |. pes-caprae a partir da extracdo por matriz em fase solida, foram
avaliados os seguintes parametros: seletividade, exatiddo e preciséo.

A seletividade foi observada com o auxilio do detector de PDA. No
comprimento de onda de 338 nm foram observadas possiveis interferéncias dos
componentes da base.

A exatidao foi analisada por meio do ensaio de adicdo de EM padronizado ao
placebo, em trés niveis concentracdes. Foi calculado o nivel médio (100%)
correspondente a quantidade de extrato presente em 2,5 g de creme, bem como os
niveis de 80% e 120%. Estes trés niveis foram preparadas e analisadas em
triplicata. Este ensaio foi expresso por meio da porcentagem média de recuperagao
dos marcadores e desvio padrao relativo - DPR%.

A precisdo foi avaliada repetindo-se o processo de extracdo do creme
contendo extrato mole de |. pes-caprae (EM50) a 2%, em sextuplicata de extracao,
em um mesmo dia (repetibilidiade), repetindo-se o estudo em mais 1 dia
suplementar (precisdo intermediaria). Foram calculadas as médias dos teores de
marcador e DPR, para o qual aceita-se valor maximo de 5% (BRASIL, 2003). A partir
do ensaio de precisao foi realizada a quantificacdo do teor médio dos marcadores no

creme, os resultados foram expressos em pg/g.

4.8 Biomonitoramento das formulacdes selecionadas

Os cremes contendo EM ou ES de |. pes-caprae nas concentragdes de 0,1 a
2% foram submetidos a estudos pré-clinicos, para avaliar a atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva.

Os experimentos em animais foram conduzidos no Laboratério de
Farmacologia in vivo do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas -
PPGCF, sob orientacdo da Prof®. Dra. Nara Lins Meira Quintdo e colaboracdo com
os alunos de graduacgédo do curso de Farmacia, Hugo Guilherme Martins Tolentino de

Souza e do Curso de Biomedicina, Fernando Bispo Lanziotti, além das doutorandas
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Gislaine Franciele da Silva e Lilian W. Rocha. Os protocolos experimentais foram
submetidos a apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UNIVALI, com parecer
de aprovacao sob n° 024/2012 de 05/10/12 (Anexo A).

Os animais provenientes do Biotério Central da UNIVALI, pesando 20 a 35 g,
foram alojados em gaiolas plasticas e permaneceram em sala com temperatura
controlada (21+2 °C) com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, recebendo agua e racao
ad libitium.

Foram utilizados em média 6 camundongos machos Swiss por grupo no
modelo de edema de orelha e 8 no modelo de edema de pata. No modelo de
nocicepcao espontanea foram utilizados 8 camundongos machos C57BL6. Cada
experimento foi composto em média de 4 grupos: placebo, controle positivo, controle
negativo e creme contendo extrato de I. pes-caprae.

Os dados de todos obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)
e aos testes de multipla comparacao utilizando os métodos de Dunnet ou Bonferroni.

Os dados foram analisados utilizando o programa PRISM 5°.

4.8.1. Atividade anti-inflamatéria

4.8.1.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton e capsaicina

Os cremes contendo EM ou ES de |. pes-caprae nas doses 0,1 a 2% foram
avaliados quanto a acéo anti-inflamatéria em camundongos utilizando o modelo de
edema de orelha (CALIXTO et al., 1991; OTUKI et al., 2005; ZANINI et al., 1992).

A orelha direita dos animais foi medida com o auxilio de um micrébmetro
digital. A cada grupo de seis animais foi aplicado na superficie interna da orelha
direita 400 mg dos cremes, contendo EM ou ES de I. pes-caprae, dexametasona
0,5% (controle positivo) ou creme branco (sem extrato). Trinta minutos apés a
aplicacdo foram injrtados agentes flogisticos 6leo de croton (2,5%) ou capsaicina
(200 pg/orelha) dissolvidos em acetona. Foram aplicados diretamente na superficie
externa da orelha direita (20 pL), prevenindo assim um possivel bloqueio fisico
causado pelos compostos. A orelha esquerda recebeu o mesmo volume de acetona
a diferenca entre a espessura da orelha direita e a esquerda foi tratada como indice

de edema.
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Apébs 6 h da aplicacdo do 6leo de créton, a espessura da orelha dos animais
foi mensurada com paquimetro digital.

No experimento onde foi utilizada capsaicina como agente flogistico o edema
foi avaliado nos tempos de 30 e 60 min (GABOR; RAZGA, 1992).

4.8.1.2 Atividade anti-inflamatoria com prévia sensibilizagcdo de Oxazolona

Foi realizado um teste com o agente inflamatorio oxazolona no intuito de
avaliar o potencial anti-inflamatério da formulacdo, em um modelo que mimetiza
inflamagé&o cronica. Para tanto, camundongos machos C57BL6 foram sensibilizados
com oxazolona diluida em acetona (1%) 6 dias antes do inicio do experimento. Os
camundongos foram sensibilizados com 10 pL a (0,5%) no dia 0 (inicio do
tratamento) e dia 2. Nos dias 4 e 7 foi aplicado 10 pL a (0,25%) de oxazolona na
parte exterior da orelha do camundongo. Os cremes foram aplicados nas
concentracbes de 0,1% e 1,0% (EM70) na superficie interna da orelha do
camundongo, todos os dias, duas vezes ao dia em um intervalo de 12/12 horas
desde inicio das sensibilizagdes. Nos dias 0, 1, 3, 5 e 8 foram realizadas as medidas
da espessura da orelha dos camundongos e comparados com a medida do dia 0
(AMMEYER; BOS; TEUNISSEN, 2008).

4.8.1.3 Edema de pata

4.8.1.3.1 Edema de pata induzido por injecao intraplantar de tripsina

Inicialmente foi realizada a aplicacdo dos cremes, creme branco e controle
positivo na pata direita traseira dos animais. Apés 30 minutos, foi administrado 30 g
de tripsina por via i.pl. e 50 pL de solucdo salina na pata direita traseira e a pata
contralateral recebeu o mesmo volume de solucdo salina. A leitura do volume das
patas foi realizada em pletismémetro. Apés 30 minutos, 1, 3 e 6 horas. A variagdo do
volume da pata foi expressa em L e a diferenca entre o volume das patas direita e
esquerda foi tratada como indice de edema (PASZCUK et al., 2008).

4.8.1.3.2 Edema de pata induzido por injecao intraplantar de carragenina
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Os cremes contendo EM de |. pes-caprae 50 °GL a 2%, dexametasona a
0,5% e o creme branco, foram aplicados na pata direita traseira dos animais. Apés
30 minutos, cada camundongo recebeu 300 pg/pata de carragenina por via i.pl. na
pata direita traseira, e a pata contralateral recebeu o0 mesmo volume de solucao
salina.

A leitura do volume das patas foi realizada em pletismdmetro, ap6s 30
minutos, 1, 3, 6 e 24 horas (Di ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971).

A variacdo do volume da pata foi expressa em pL e a diferenca entre o

volume das patas direita e esquerda foi tratada como indice de edema.

4.8.1.3.3 Edema de pata induzido por injecao intraplantar de bradicinina

Inicialmente os animais foram pré-tratados com captopril (5mg/kg via s.c) para
prevenir a degradacdo da bradicinina (CAMPOS, 1997). Os cremes contendo o
extrato mole de |. pes-caprae 50 °GL 2%, a dexametasona 0,5% ou o0 creme
branco, foram aplicados na pata direita traseira dos animais. Apés 30 minutos, cada
camundongo recebeu 3 nmol/pata de bradicinina por via i.pl. na pata direita traseira,
e a pata contralateral recebeu o0 mesmo volume de solucédo salina. A leitura do
volume das patas foi realizada em pletismémetro, apos 10, 20, 30, 60 e 120 minutos
da administragéao de bradicinina (CAMPOS, 1997).

A variacdo do volume da pata foi expressa em L e a diferenca entre o

volume das patas direita e esquerda foi tratada como indice de edema.

4.8.2 Atividade antinociceptiva

4.8.2.1 Nocicepcédo espontanea induzida pela injecdo intraplantar de tripsina

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva foram realizados os tratamentos
com a aplicagdo dos cremes, creme branco e controle positivo na pata direita
traseira dos animais, a aplicacdo de morfina 5 mg/kg s.c. como controle positivo.
Apds 30 minutos, cada camundongo recebeu 300 ug/pata de tripsina via i.pl. na pata

direita traseira. Os camundongos foram observados, imediatamente ap0s a injecao
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de tripsina, por um periodo de 10 minutos como protocolo inicial, e nos tempos 5, 10
e 15 minutos adicionalmente. O tempo em que 0s animais permaneceram lambendo
ou mordendo a pata injetada foi cronometrado e considerado como indicativo de

nocicepcgao espontanea (PASZCUK et al., 2008).

4.8.2.2 Nocicepcdao espontanea induzida pela injecédo intraplantar de capsaicina

A atividade antinociceptiva induzida por capsaicina foi avaliada de acordo com
Sakurada et al. (1993). Inicialmente os animais receberam a aplicagdo dos cremes,
creme branco e controle positivo na pata direita traseira. Apés 30 minutos, cada
camundongo recebeu 20 uL de solucao salina contendo 1,6 ug de capsaicina via i.pl.
na pata direita traseira. Os camundongos foram observados, imediatamente apds a
injecdo de capsaicina, por um periodo de 5 minutos. O tempo em que 0S animais
permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado e

considerado como indicativo de nocicepgao espontanea.

4.8.3. Avaliacao citotoxicidade in vitro das formulacdes - Agarose Overlay

O estudo da citoxicidade celular foi realizado no Laboratério de Farmacologia
e Cultivo celular in vitro da UNIVALI, para avaliar o creme EM 50CF e o creme
branco.

As células L929 foram cultivas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s médium
- DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, em estufa a 37 °C, com 5%
de COa.

As células foram plaqueadas a 3x10° células/poco e incubadas por 24 h. Apés
este periodo, 0 meio DMEM foi substituido por meio com 0,01% de Vermelho Neutro
e as células foram incubadas por 1 h para o aparecimento de coloracédo vermelho. O
meio foi substituido pela mistura overlay mantida em 40 °C, a qual foi colocada na
placa de 6 pocos estéreis.

Apbs solidificacdo da mistura overlay, as amostras e os controles (controle
positivo: Triton X; controle negativo: meio DMEM suplementado) foram aplicados em
discos de 0,5 cm, e a placa foi incubada por 24 h. O grau de irritacdo foi avaliado

pela zona de lise através da visualizagdo microscopica e utilizacdo de paquimetro,
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empregando-se o critério de avaliacdo descrito no quadro 5, segundo a United
States Pharmacopoeia (USP, 2006).

Quadro 5. Classificacdo do grau de irritacdo cutanea.

Classificagao Reatividade Descricdo da Zona de Reatividade
0 Nenhum Nenhuma reatividade ao redor da amostra.
1 Leve Alguma ma formacéo ou degeneracédo ao redor da amostra.
2 Médio Zona limitou a &rea ao redor da amostra.
3 Moderado Zona estende 0,5 a 1,0 cm além da amostra.
4 Severo Zona estende maior que 1,0 cm além da amostra.

Fonte: UNITED STATES PHARMACOPOEIA (2006).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do perfil cromatografico e quantificacdo do teor de compostos

majoritarios por CLAE

Inicialmente, para avaliacdo do perfil cromatografico e quantificacdo do teor
de compostos majoritarios por CLAE nas amostras de solucdes extrativas, EM e ES,
foi utilizada a metodologia validada por Dutra (2013). Neste método (Quadro 2), foi
obtida adequada separacéo dos picos (Figura 4e) para todos os derivados vegetais
analisados, sendo possivel observar mais 3 picos com perfil de absorcdo
caracteristico de flavonoides (picos 5, 6 e 7), além do pico correspondente ao
marcador isoquercitrina (ISQ), ap6s 20 min.

Tendo em vista a identificacdo destes picos, foram injetados os padrdes de
acidos isoclorogénicos A, B e C (ISA, ISB e ISC) ja relatados na literatura para esta
espécie vegetal (TERAMACHI et al.,, 2005). Foi confirmada a presenca destes
compostos nas solugdes extrativas, conforme mostram as figuras 3b, 3c, 3d e 3e,
pela comparacdo dos tempos de retencéo e perfil de absor¢cédo no UV presentes no
cromatograma da amostra e das substancias auténticas.

Os acidos isoclorogénicos apresentaram adequada resolugdo nos tempos de

retencdo, em torno de 25, 27 e 31 minutos para o ISB, ISA e ISC, respectivamente.
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(Figura 2e). Para a quantificacdo destes marcadores foi testada a linearidade destes

compostos, em uma faixa de concentracdo de 10 - 100 pg/mL (Figura 3). A

correlacdo linear foi aceitavel para todos os compostos, com r? maior que 0,99

(BRASIL, 2003). Assim, a quantificacdo dos compostos nas amostras se deu a partir
da equacdo y = 52947x + 2600,5 (r* = 0,993) para o ISA, y = 88389x - 276934 (r* =

0,997) para o0 ISB e y = 112404x + 867891 (r* = 0,993) para o ISC.

Figura 3. Curva analitica dos padrdes acidos isoclorogénicos A, B e C nas concentracdes

de 10 a 100 pg/mL.
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E importante relatar que Dutra (2013) também havia testado outros

compostos, ja relatados para esta espécie vegetal (KROGH et al., 1999), como a

glochidona, &cido betulinico e acetato alfa e beta amirina, mas no sistema
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cromatografico empregado, ndo foi observada a presenca de nenhum pico referente

aos mesmaos.

Figura 4. Cromatogramas dos padrfes e solucdo extrativa etandlica 50CF de |. pes-caprae
com o perfil de absor¢cdo no UV em 338 nm - isoquercitrina a 25 pg/mL (a); acido
isoclorogénico A a 100 upg/mL (b); acido isoclorogénico B a 100 ug/mL (c); acido
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Foi verificado em alguns cromatogramas, a auséncia ou deslocamento do
pico 6, posicionando-se entre os picos ISQ e 7. A variabilidade no tempo de
retencdo do pico 6, mesmo em repeticbes de injecdes da mesma amostra, também
foi observada por Dutra (2013), sendo atribuida a proximidade do pKa deste
composto ao pH da fase mével. Deste modo, provavelmente o composto encontrar-
se-ia em diferentes estados de ionizacdo, afetando sua interacdo com a fase
estacionaria (DUTRA, 2013). Este comportamento levou a necessidade de otimizar o
método analitico para melhor reprodutibilidade. Nesse sentido, visando também a
reducdo do tempo de andlise, foi testada nova fase estacionaria, utilizando coluna
XSELECT CSH hexil fenil 3,5 um, 4,6 x 100 mm, associada a variacao do fluxo e
temperatura de analise, composicdo e pH da fase mével. O melhor gradiente para
esta coluna estd exposto no quadro 3 (pag. 47), resultando no cromatograma

apresentado na figura 5.

Figura 5. Cromatograma da solugéo extrativa etandlica 70 °GL de I. pes-caprae, com o peffil
de absorcdo no UV em 338 nm dos picos principais observados, empregando a coluna
XSELECT CSH hexil fenil.
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Nesta andlise, observou-se um perfil semelhante ao obtido com a coluna C18,
especialmente no inicio da corrida (Figuras 4 e 5). Apos a eluicdo do marcador 1SQ,
o perfil cromatografico mostrou diferencas em relacdo ao método anterior (Figura 2).
O pico 7, com perfil de flavonoide (Figuras 4 e 5), eluiu precocemente na coluna
hexil fenil, posicionando-se antes do pico 8 (que apresenta perfil de composto
fendlico e € um dos mais abundantes no cromatograma). Apos o pico 8, houve a
eluicdo de 2 pequenos picos, sendo um destes o pico 9 com perfil de flavonoides,
seguido por um pico com perfil de compostos fendlicos. Outra diferenca observada
foi 0 aparecimento de 2 picos ao final do cromatograma, apos 30 min, sendo que o
pico 12 apresenta perfil de flavonoide, sugerindo a presenca da quercitina, nao
observado no trabalho de Dutra (2013), provavelmente devido ao fato do gradiente
na coluna hexil fenil apresentar composi¢ao final mais apolar. Sendo a quercitina a
aglicona da isoquercitrina, a primeira € mais apolar e elui posteriormente. Cabe
salientar que a repeticdo de injecdes demonstrou reprodutibilidade no perfil
cromatografico, sem que houvesse problemas de supressao ou alteragcdo no tempo
de retencdo dos picos do cromatograma, sugerindo que esta coluna seja mais
apropriada para a analise dos extratos de |. pes-caprae, além disso, o tempo de
analise de 60 min (Figura 4) foi reduzido para 32 min. Porém, né&o foi alcangcada uma
resolucdo adequada entre o pico 5 e a isoquercitrina (Figura 5), mesmo realizando
varias modificacbes no gradiente da fase movel. Nesta coluna ndo foram
identificados os acidos isoclorogénicos, devido néo ter sido realizada a injecdo dos
mesmos neste meétodo.

Foram testados em torno de 35 gradientes com a coluna XSELECT CSH hexil

fenil, variando a polaridade da fase movel, com o intuito de obter uma melhor
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resolucdo entre os picos 2 e da isoquercitrina, porém nao foi obtida uma separacao
adequada. A coluna hexil fenil apresenta seletividade cromatografica diferenciada,
guando comparadas com as colunas alquila tradicionais como C18, atribuida a sua
capacidade de formar ligacbes n- = com os compostos aromaticos (MALDANER;
COLLINS; JARDIM, 2010). Possivelmente este problema na resolugcéo entre estes 2
picos, esta relacionado com a presenca da acetonitrila na fase movel. A acetonitrila
reduz a seletividade e capacidade de separacdo da coluna hexil fenil, quando
comparada ao metanol. Isto ocorre devido a presenca do grupo nitrila, que pode
induzir a formacao de complexos elétron doador — receptor com a fase estacionaria
oOu com 0s compostos em analise, assim, suprimindo as interacfes entre 0s
compostos em analise e a fase estacionaria (MALDANER; COLLINS; JARDIM,
2010).

Face ao exposto, e tendo-se a isoquercitrina como o principal marcador,
optou-se por manter a coluna Phenomenex®, Luna, C18 e método ja validado por
Dutra (2013) para as analises dos derivados vegetais, sendo que estudos adicionais
devem ser realizados com a coluna hexil-fenil a fim de alcancar melhor resolucéo

entre a ISQ e o pico vizinho.

5.2 Caracterizacao da droga vegetal (DV)

Na coleta realizada em setembro de 2011, obteve-se um rendimento fresco
de 2,31 kg, representado por 68,71% de folhas e 27,13% de caules, além de 4,16%
de botdes, flores e frutos. Esta coleta foi a mesma realizada por Dutra (2013), que
procedeu a caracterizacdo da droga vegetal, quanto as suas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas.

No decorrer deste trabalho foram realizadas trés colheitas, e a droga vegetal
foi avaliada quanto a perda por dessecacao, a cada colheita, apés os as etapas de
secagem e moagem. A perda por dessecacao foi em torno de 9,5%, demonstrando
conformidade com os valores estabelecidos de 8 a 14%, segundo a Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 2010).

A analise do teor do marcador ISQ na DV foi realizada nas solucdes extrativas
a partir de etanol 70 °GL preparadas conforme o item 4.4.1 e foi verificado um teor
de ISQ de 3,88 mg/g na colheita de 2011 (primavera, maceracdo dinamica), de 4,71

mg/g na colheita de 2013 (verdo, maceracdo dinamica) e de 3,85 mg/g na colheita
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de 2014 (verdo, turbo-extracdo). Adriano (2009), empregou uma outra metodologia
analitica, e encontrou um teor médio de 0,22 mg/g na coleta realizada em 2007
(verdo, maceracao classica - 7 dias).

Também verificou-se diferenca significativa no teor do marcador ISA, que foi
de 46,61 mg/g para a colheita de 2011 (tabela 1 — primavera, maceragao dinamica),
e de 72,13 mg/g na colheita de 2014 (tabela 2 — verao, turbo-extracdo).

Possivelmente, estas diferencas se devem ao processo de extracdo e
metodologias analiticas empregadas, aliado a influéncia da sazonalidade
(primavera-verdo), sendo que ambos o0s marcadores apresentaram maior

concentracao no verao.

5.3 Obtencéo e caracterizacdo da solucao extrativa hidroetandlica de |. pes-

caprae

5.3.1 Otimizacédo do processo de obtencdo da solucéo extrativa hidroetandlica

de |. pes-caprae

Para otimizacdo do processo extrativo das partes aéreas, por maceracao
dindmica, com o solvente etanol 70 °GL, foram produzidas 7 solucdes extrativas,
mediante o planejamento fatorial 22 (solucdes 1 a 4), com repeticdo do ponto central
(solucdes 5, 6 e 7), variando-se o tempo de extracdo e a relacdo droga:solvente. As
condicdes, os fatores e niveis deste planejamento, foram estabelecidas com base na
otimizacdo da maceracao classica descrita por Vieira et al. (2012), que selecionaram
o alcool 70 °GL como solvente extrator, e a proporcédo de 12,5% de droga:solvente,
utilizando unicamente os critérios analiticos expressos pelo teor de flavonoides totais
(TFT) e residuo seco. O tempo de extracdo de 18 h foi introduzido como ponto
central com base na metodologia de maceracao dinamica, empregada no trabalho
posterior (DUTRA, 2013).

A tabela 1 apresenta os resultados de controle de qualidade realizados nas
solugdes extrativas. O conhecimento destes parametros € importante para o
monitoramento do processo produtivo e estabelecimento de uma faixa de aceitagéo.

As solucBes extrativas apresentaram odor alcodlico caracteristico, cor
castanho esverdeado e aspecto homogéneo, com valores de pH de 5,52 a 5,80,

residuo seco de 2,03 a 4,58%. Os valores de pH néo diferiram dos estudos
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anteriores (pH 5,5 a 5,7), devido ao caréater extrativo do solvente. Ja a mudanca do
método de extracdo superou o limite maximo de 3,3% de residuo seco, obtido por
outros autores, que empregavam a maceracao classica (ADRIANO, 2009; VIEIRA et
al., 2012). Neste estudo, a variacdo no residuo seco foi fortemente relacionada a
proporcdo droga:solvente, independente do tempo de extragdo, demonstrando a
vantagem da maceracgdo dindmica sobre a estatica.

As solucdes extrativas apresentaram perfil cromatografico semelhante ao
descrito anteriormente por Dutra (2013), no que se refere ao nimero de picos, sendo
possivel identificar 3, como marcadores, além da ISQ, os acidos isoclorogéncios A,
B e C (figura 4).

Os resultados para o teor do marcador ISQ e residuo seco no ponto central
foram semelhantes aos obtidos por Dutra (2013), demonstrando a reprodutibilidade
do meétodo extrativo, considerando que foi utilizada a droga vegetal da mesma
coleta.

Analisando os efeitos dos fatores sobre as respostas estudadas, observou-se
gue tanto o tempo, como a relacdo droga:solvente foram significativos sobre o teor
do marcador ISQ (tabela 1). Porém, o efeito do tempo é mais evidente para 0 menor
nivel de % droga vegetal, o que pode ter relacdo com a menor probabilidade de
saturacdo do solvente. As pequenas diferencas no tempo de 24 horas entre as
solucdes 3 (7,5%) e 4 (20%) corroboram esta hipotese. Nesse estudo, a escolha das
melhores condi¢cdes para a extracdo, pode ser pautada no percentual de droga
vegetal como fator limitante, considerando que o tempo seja um fator ajustavel, e
gue a droga vegetal seja limitada por fatores ambientais (coleta). Deste modo, a
condicdo 7,5% com 24 h de extracdo seria a que satisfaz esta condicdo, e
alternativamente, o ponto central, que empregou 12,5% de droga vegetal, porém
num tempo de 18 h, pois apresentou teor de isoquercitrina equivalente.

Apos a selecdo da melhor condi¢do, considerando somente o marcador 1SQ,
foram identificados e posteriormente quantificados os acidos isoclorogénicos A, B e
C.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas das solugfes extrativas de Ipomoea pes-caprae
(média * desvio padrdo e DPR%).

SE pH Residuo ISQ (mg/g) ISB (mg/g) ISA (mg/g) ISC (mg/g)
Seco (%)
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1 5,72+0,01 2,15£0,00 7,72+0,06 10,23t0,09 43,69:0,54 2,03+0,10

12 h (0,20) (0,00) (0,90) (0,93) (1,25) (5,23)

7,5%

2 552+0,02 4,55+0,06 9,55+0,31 10,67+0,19 53,41+1,77 6,69+ 0,16

12 h (0,37) (1,49) (3,30) (1,83) (3,31) (2,45)

20%

3 5,72+0,00 2,03+0,01 9,61+0,36 11,23+0,29 46,61+ 1,45 3,28+0,28

24 h (0,10) (0,75) (3,74) (2,58) (3,11) (8,62)

7,5%

4 5,50+ 0,05 4,58+0,01 10,67+0,4 11,19+0,24 50,43%2,44 8,12+ 0,33

24 h (0,90) (0,33) (3,91) (2,19) (4,84) (4,11)

20%

5 560+0,01 3,03+0,23 9,06+0,15 11,06+0,22 57,71+3,13 4,83+ 0,14

18 h (0,17) (7,75) (1,74) (2,02) (5,42) (2,98)

12,5%

6 5,60+0,00 2,64+0,06 11,54+0,3 12,78+0,29 64,07+1,69 7,04+0,35

18 h (0,10) (2,28) (2,60) (2,27) (2,63) (5,01)

12,5%

7 560+001 2,77+0,05 11,01+0,3 12,17+0,34 58,75+1,54 6,39+ 0,28

18 h (0,17) (1,82) (2,83) (2,85) (2,63) (4,41)

12,5%

8 5,80+0,00 2,80+0,05 10,91+0,0 11,29+0,05 46,76%0,16 7,80+ 0,01
(0,09) (1,88) (0,05) (0,52) (0,35) (0,15)

* Pool das 7 solugdes extrativas; DPR% = desvio padrao relativo.

O perfil cromatografico por cromatografia em camada delgada das diferentes
solucdes extrativas, incluindo o derivado vegetal e ES foi analisado. No sistema de
eluicdo empregado foi possivel visualizar, de baixo para cima, a presenca de 5
manchas principais: a 1SQ, de cor laranja, antecedida por mancha de cor amarelo e
sucedida por outra mancha alaranjada, caracteristica de flavonoides, seguida de
uma mancha verde, e uma mancha azul (Figura 6). O padrao ISQ apresentou Rf de
0,66, e em média de 0,68, nas solucbes extrativas e 0 extrato seco conforme ao
encontrado em trabalhos anteriores (ADRIANO, 2009; DUTRA, 2013), utilizando o
mesmo sistema de eluicdo. Este padrao de eluicdo foi semelhante em todas as
amostras, embora as SE 2 e 4 mostraram maior intensidade na mancha de
isoquercitrina.

A mancha azul provavelmente indica a presenca de compostos fendlicos, e

esta relacionada com a presenca dos acidos isoclorogenicos A, B e C. Nao foi



60

realizada analise CCD com estes padrdes, no entanto é verificada a variagdo na
intensidade da mancha azul em relacdo ao teor dos marcadores ISA e ISC, sendo

mais intensa nas SE 2 e 4 (tabela 1).

Figura 6. Perfil cromatografico em CCD das solu¢des extrativas de |. pes-caprae obtidas do
estudo de otimizacdo e extrato seco (ES) a partir da SE 8, observado na presenca do
revelador reagente natural A, sob luz UV em 356 nm.

[1]z]sQaQPls]clr]a]s]

Amostras: 1- solucdo extrativa 12 h/ 7,5%; 2- solucéo extrativa 12 h/ 20%; 3- solucdo extrativa 24 h/
7,5%; 4- solugdo extrativa 24 h /20%; 5- solucdo extrativa 18 h /12,5%; 6- solucdo extrativa 18 h/
12,5%; 7- solucdo extrativa 18 h/ 12,5%; 8- Pool das 7 solucbes extrativas; P- padrdo de
isoquercitrina; s: extrato seco da SE 8.

5.3.2 Obtencdo da solucdo extrativa hidroetandlica de |. pes-caprae em

diferentes graus alcodlicos

A partir dos resultados da otimizacao do teor de ISQ nas solu¢des extrativas,
obtidas por maceracdo dinamica, fixou-se a proporcdo droga:solvente de 7,5%,
variando-se o grau alcodlico e a composicao da droga vegetal. Estas variaveis foram
implementadas para biomonitorar a atividade farmacoldgica de |. pes-caprae por via
topica.

Assim, foram incluidos dois niveis de grau alcodlico, o inferior (etanol 50 °GL),
gue mais se assemelha o uso popular, e um superior (etanol 90 °GL), que oferece
maior facilidade de operacdo e conservagao, do ponto de vista tecnolégico. Nesta
etapa optou-se pela turbo-extracdo devido ao menor tempo de operagdo, com 5
ciclos de 2 min. Estas solugdes extrativas foram obtidas a partir da colheita de

janeiro de 2014 (verao).
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Com base no uso popular, foi também estudada a solucdo extrativa com
etanol 50 °GL, contendo a droga vegetal constituida de 100% de folhas.

As diferentes solucbes extrativas mostraram-se semelhantes em seu perfil
cromatografico (Figura 7), porém houve diferencas nos teores dos marcadores, bem
como nos teores dos picos nao identificados.

Como os picos 1, 3 e 4 apresentam perfil de absor¢do no UV caracteristico de
compostos fendlicos, o teor destes picos foi expresso no marcador ISA. O teor dos

outros picos nao identificados 5, 6 e 7 foi expresso no marcador ISQ (tabela 2).

Tabela 2. Teor dos marcadores e picos ndo identificados das solugbes extrativas de
Ipomoea pes-caprae a partir de diferentes graus alcodlicos (média + desvio padrdo e

DPR%).

Picos 50 °GL *50F 70 °GL 90 °GL
Pico 1 *ISA (mg/g) 3,98+0,18 4,86+022 3,71+0,11 3,34+0,22
(4,73) (4,54) (3,22) (6,77)
Pico 2 *ISA (mg/g) 27,48+ 1,37 30,94+1,85 28,20£0,75 27,49+ 156
(5,00) (5,99) (2,68) (5,70)
Pico 3*ISA (mg/g)  10,61+0,67 8,75+089 4,76+0,19  3,47+0,20
(6,37) (10,21) (4,17) (5,91)
Pico 4 *ISA (mg/g) 291+0,27 2,50+0,26 1,76+0,13 nd
(9,35) (10,58) (7,44)
Pico 5*1SQ (mg/g)  10,52+0,83 16,08+1,14 11,45+0,82 12,32+ 0,89
(7,92) (7,11) (7,18) (7,25)
ISQ (mg/g) 9,87+0,56 14,10+0,98 10,87+0,88 11,20+ 0,77
(5,67) (6,96) (8,18) (6,92)
ISB (mg/g) 11,55+ 0,54 16,24+0,95 14,23+0,63 15,98 + 0,83
(4,71) (5,86) (4,46) (5,23)
ISA (mg/g) 53,75+ 3,29 70,29+2,60 72,13+7,0 73,27 +3,65
(6,12) (3,70) (9,71) (4,99)
Pico 6 *1SQ (mg/g) 14,36+ 1,30 20,49 +1,53 14,68+0,61 14,98 1,45
(9,07) (7,47) (4,18) (9,70)
Pico 7 *SQ (mglg) 22,16 +1,50 34,26+1,81 24,15+1,31 27,12+ 1,79
(6,81) (5,30) (5,43) (6,61)
ISC (mg/g) nd 458+051 449+0,34  4,63%0,38
(11,28) (7,57) (8,27)

*50F: 100% da composicdo da droga vegetal composta de folhas, extracdo a partir de etanol
50 °GL; nd: ndo foi possivel quantificacdo; *ISA: teor dos picos ndo identificados que
apresentaram perfil de absorcdo UV de compostos fendlicos foram expressos em ISA;
**SQ: teor dos picos ndo identificados que apresentaram perfil de absorcdo UV de
compostos flavonoides foram expressos em ISQ.

Figura 7. Perfil cromatografico das solugfes extrativas 50 (a), 50F (b), 70 (c) e 90 (d).
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Para expressar o teor em mg/g, o residuo seco das solugbBes extrativas
(tabela 3) foi usado no calculo. Em relacdo ao residuo seco, verifica-se reducao no
mesmo na SE 90 (tabela 3).

Considerando as caracteristicas organolépticas, todas as SEs apresentaram
odor caracteristico, houve variacdo na cor das SEs, nas SE50, 50F e 70
apresentaram cor acastanhada e a SE90 apresentou cor esverdeada.

Tabela 3. Residuo seco das solucdes extrativas de Ipomoea pes-caprae a partir de
diferentes graus alcodlicos (média + desvio padrdo e DPR%)

Solucdo extrativa Residuo Seco (%)
50 °GL 2,25 + 0,0257
(1,14)
*50F 2,41 + 0,0526
(2,18)
70 °GL 2,22 +0,0170
(0,76)
90 °GL 1,74 + 0,0535
(3,07)

*50F: 100% da composicdo da droga vegetal composta de
folhas, extracéo a partir de etanol 50 °GL

Comparando as diferentes solugdes extrativas verifica-se menor teor de todos
0s marcadores na SE 50 °GL e maior teor dos picos nao identificados da porcao
mais polar do cromatograma, os picos 3 e 4. A SE50F apresentou maior teor em
guase todos picos, exceto no pico do marcador ISA, e no pico 3. Em relagdo as SE
50 °GL, 70 °GL e 90 °GL, é possivel verificar que ambas foram semelhantes em
relacdo aos teores dos picos 1, 2, 5, 6 e 7 e ao teor do marcador 1SQ, apresentando
diferenca significativa somente em relacdo aos teores dos marcadores ISA e ISC
que sao menores na SE50CF, e semelhantes entre SE70 e SE90. Esta diferenca
ocorre devido a polaridade do solvente, sendo etanol 90% um solvente mais apolar,
0S compostos apolares, os quais eluem na parte final do cromatograma, sao mais
extraidos devido a afinidade quimica do composto com o solvente. Na figura 7, é
possivel verificar variacdo no tempo de retencdo do pico 6, conforme ja relatado por
Dutra (2013).

5.4 Obtencao e caracterizacdo do extrato mole de |. pes-caprae

O EM representa um produto intermediario, cujo emprego pode ser

viabilizado, transformando-o em extrato seco por spray dryer ou incorporando-o em
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veiculos ou bases. Neste estudo, ambos 0s processos foram empregados, com
propositos distintos.

Considerando que os extratos moles sdo obtidos apds a eliminacdo quase
completa do solvente da solucdo extrativa, com o emprego do calor, torna-se
fundamental o controle de qualidade deste derivado vegetal, monitorado pela analise
dos marcadores analiticos. O perfil cromatografico dos extratos moles 50F, 70 °GL e
90 °GL néao apresentou alteracdes apods a etapa de concentracao, diferentemente do
EM 50 °GL (Figura 8).

A influéncia do grau alcoolico do solvente empregado para obtencédo da SE no
EM, pode ser visualizada na tabela 4. Como os picos 1, 3 e 4 apresentam perfil de
absorcdo no UV caracteristico de compostos fendlicos, o teor destes picos foi
expresso no marcador ISA. O teor dos outros picos nado identificados 5, 6 e 7 foi
calculado expressando no marcador ISQ (tabela 4). Para expressar o teor em mg/g,
o residuo seco dos extratos moles (tabela 5) foi usado no calculo.

A partir da analise dos perfis entre os diferentes extratos moles, é possivel
verificar a reducédo nos teores de todos os marcadores no EM 50 °GL, excetuando-
se o teor dos picos 1, 3 e 4, O pico 3, que apresenta perfil de composto fendlico, o
pico 7, com perfil de flavonoide, e o marcador ISA, refletiram a diferenca entre os
graus alcodlicos. Com a reducdo do grau alcodlico, observou-se reducado do teor do
flavonoide referente ao pico 7 e do ISA, que foram ainda menores no EM50CF. De
maneira inversa, o composto fendlico referente ao pico 3, reduziu com o aumento da
graduacdo alcodlica. Comparando os EM 50CF e 50F, verifica-se a reducdo de
guase todos os picos, com excec¢ao dos picos 1, 3 e 4, no EM50CF demonstrando
gue a diferenca da composicéo da droga vegetal influi significativamente no teor dos
compostos extraidos.

Ja quando comparado aos extratos EM70 e EM90, o EM 50F possui 0 maior
teor do pico 3 e reducao dos marcadores ISA e ISC.
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Figura 8. Perfil cromatogréfico dos extratos moles, com perfil de absor¢do no UV a 338 nm

50CF(a), 50F (b), 70 (c) e 90 (d).
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Tabela 4. Teor dos marcadores e picos nado identificados dos extratos moles de Ipomoea
pes-caprae a partir de diferentes graus alcodlicos (média + desvio padrdo e DPR%).

Picos 50 °GL *50F 70 °GL 90 °GL
Pico 1 *ISA (mg/g)  523+0,12  445+0,26  3,67+0,16 3,352 0,26
(2,45) (5,88) (4,22) (7,78)
Pico 2 *ISA (mg/g)  9,51+0,31 20,48 +0,57  2509+0,82 24,30 + 1,42
(3,36) (2,76) (3,24) (5,84)
Pico 3*ISA (mg/g)  8,40+0,43  874+0,32  521+006  3,47+0,08
(5,15) (3,65) (1,24) (2,30)
Pico 4 ISA (mg/g)  3,31+0,22  167+0,06  161+005 1,36+ 0,06
(6,85) (3,73) (3,06) (4,24)
Pico 5*ISQ (mg/g) 527 +0,22  11,22+0,99 12,07+0,59 12,12 + 0,43
(4,29) (8,83) (4,94) (3,53)
1SQ (mg/g) 6,55+0,59 10,78+0,93 11,29+0,15 10,94+ 0,26
(9,06) (8,70) (1,39) (2,39)
ISB (mg/g) 3,22+0,03  998+093  13,02+0,28 13,27 +0,51
(1,11) (9,39) (2,20) (3,88)
ISA (mg/g) 3,32+029 2922+175 4320+207 61,61+ 2,32
(8,92) (5,99) (4,80) (3,77)
Pico 6 **ISQ (mg/g) 11,57 +1,47 1529+0,58 13,43+0,42 16,73+0,75
(12,73) (3,76) (3,06) (4,46)
Pico 7 *ISQ (mg/g) 11,86+ 0,84 22,09+0,82 26,24+0,35 43,43+ 0,93
(7,12) (3,70) (1,32) (2,13)
ISC (mg/g) nd 459+ 0,30 13,16 +1,26 11,06 +0,52
(6,62) (9,57) (4,74)

*50F: 100% da composicdo da droga vegetal composta de folhas, extracéo a partir de etanol
50GL; nd: nao foi possivel quantificacdo; *ISA: teor dos picos ndo identificados que
apresentaram perfil de absorcdo UV de compostos fendlicos foram expressos em ISA;
**SQ: teor dos picos ndo identificados que apresentaram perfil de absorcdo UV de
compostos flavonoides foram expressos em ISQ.

Tabela 5. Residuo seco dos extratos moles da Ipomoea pes-caprae a partir de diferentes
graus alcoolicos (média + desvio padrao e DPR%).

Extrato mole  Residuo Seco (%)

50 °GL 92,67 £ 0,32
(0,34)

*50F 88,01 + 0,49
(0,55)

70 °GL 97,61 + 1,84
(1,88)

90 °GL 94,44 +1,10
(1,16)

*50F: 100% da composicdo da droga
vegetal composta de folhas, extracdo a
partir de etanol 50 °GL
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5.5 Obtencédo e caracterizacdo do extrato seco de |. pes-caprae

A técnica de secagem por aspersao tem sido bastante empregada com o
intuito de se obter produto com maior concentracdo de constituintes quimicos e com
melhores caracteristicas tecnoldgicas como maior homogeneidade de distribuicéo
dos constituintes da preparacao e estabilidade fisica (NOGUEIRA, 2011).

Desta maneira, foi realizado o processo de secagem a partir do EM70 com a
droga vegetal da colheita de 2011 (primavera). Obteve-se rendimento de 97,37%,
superior ao obtido por Adriano (2009), e Dutra (2013), que obtiveram rendimentos de
61% e 82,28%. O baixo rendimento era atribuido as perdas no processo de
desalcoolizacédo, relatando a precipitacdo de um material semelhante a uma resina,
gue ficava aderida a camara de secagem. Este problema foi superado, a partir da
concentracdo da solucdo extrativa até obtencdo do EM, vindo a facilitar a total
incorporacao do extrato junto ao adjuvante de secagem.

No presente trabalho, também foi realizada secagem do EM50, e
diferentemente do EM70, o EM50 apresentou um rendimento de apenas 54,35%.
Porém, trata-se apenas de um achado preliminar, que sugere estudos posteriores
para a otimizacdo do processo de secagem.

E importante destacar que o processo de secagem ndo alterou o perfil
cromatografico dos extratos secos, em relacdo ao EM70 (primavera, 2011) e EM50
(verdo, 2014), dos quais foram obtidos.

Os derivados vegetais obtidos a partir de etanol 50 °GL e 70 °GL foram
avaliados quanto ao teor dos marcadores e dos picos nao identificados (Tabela 6),
ao longo das etapas produtivas.

A analise dos derivados 50 °GL permite notar que ha uma reducéo
significativa do teor de todos os marcadores apds a etapa de concentracdo e
obtencéo do extrato mole, exceto dos picos 1, 3 e 4. Em todas as etapas produtivas,
estes Ultimos picos se mantém relativamente estaveis. Por outro lado, o extrato seco
50 °GL manteve-se estavel apos o processo de secagem por spray dryer, pois ndo
se observaram diferengas significativas entre o ES e EM quanto aos perfis

cromatograficos e teor dos marcadores e picos néo identificados.
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Tabela 6. Teor dos marcadores e picos ndo identificados dos derivados vegetais de
Ipomoea pes-caprae a partir de etanol 50 °GL e 70 °GL (média + desvio padrdo e DPR%).

Picos SE50 EM50 ES50 SE70 EM70 ES70
Pico 1 *ISA  3,98+0,18  5,2310,12 5,52+0,17 2,74+0,04  2,78+0,09  1,89:0,08
(mg/g) (4,73) (2,45) (3,14) (1,54) (3,29) (4,33)
Pico 2*ISA  27,48+1,37 9,51#0,31  10,09+0,12  23,33+0,29 23,86+0,88 16,070,67
(mg/g) (5,00) (3,36) (1,21) (1,24) (3,69) (4,21)
Pico 3*ISA  10,61+0,67 8,40+0,43  8,7398+0,10  3,68:0,05  4,03:+0,15  2,670,11
(mg/g) (6,37) (5,15) (1,21) (1,38) (3,78) (4,16)
Pico 4*ISA  2,91+0,27  3,31#0,22  4,16+0,21  3,30:0,11  2,91:0,11  2,00%0,07
(mg/g) (9,35) (6,85) (5,08) (3,39) (3,81) (3,53)
Pico 5*ISQ 10,52+0,83 5,274#0,22  569+0,22  10,17+0,12 10,7620,37  7,29+0,28
(mg/g) (7,92) (4,29) (3,97) (1,22) (3,49) (3,96)
ISQ (mg/g)  9,87+0,56  6,55:0,59  6,67+0,32  10,85+0,14 12,07+0,39 8,17+0,31
(5,67) (9,06) (4,85) (1,30) (3,23) (3,84)
ISB (mg/g)  11,55+0,54 3,22+0,03  3,34+0,15  11,24+0,13 10,99+0,33  7,61%0,27
(4,71) (1,11) (4,52) (1,18) (3,02) (3,58)
ISA (mg/g)  53,75+3,29  3,32+0,29  3,61+035  46,56+0,57 38,97+1,37 26,44+1,08
(6,12) (8,92) (9,83) (1,23) (3,53) (4,08)
Pico 6 *ISQ  14,36+1,30 11,57+1,47  9,72+043  11,17+0,35 nd nd
(mg/g) (9,07) (12,73) (4,50) (3,15)
Pico 7*1SQ 22,16+1,50 11,86+0,84  11,97+0,20  19,30+0,27 19,98+0,73 13,41+0,60
(mg/g) (6,81) (7,12) (1,70) (1,45) (3,68) (4,54)
ISC (mg/g) nd nd nd 7,74+ 0,15  11,61+0,50  7,44+0,36
(2,00) (4,36) (4,92)

SE: solucéo extrativa; EM: extrato mole; ES: extrato seco por spray dryer. 50, 70 e 90: grau alcodlico
(°GL) do solvente usado na extragdo. nd: ndo foi possivel quantificacdo; *ISA: teor dos picos nao
identificados que apresentaram perfil de absor¢do UV de compostos fendlicos foram expressos em
ISA; **I1SQ: teor dos picos ndo identificados que apresentaram perfil de absor¢do UV de compostos
flavonoides foram expressos em 1SQ.

Em relacdo aos derivados obtidos com etanol 70 °GL verifica-se que os teores
dos marcadores e dos picos nédo identificados sao muito similares entre a SE e EM,
com excecdo do ISA, que diminui ap6s a etapa de concentracdo até extrato mole.
Apés a etapa de secagem por spray dryer observa-se uma reducdo significativa de

todos os picos, na ordem de 66%.

5.6 Analise das formulacdes semissoélidas contendo derivados vegetais de |I.

pes-caprae por CLAE

Dutra (2013) validou a metodologia analitica por CLAE para quantificacdo dos
marcadores nos derivados vegetais de |. pes-caprae. Este método foi adaptado para
andlise do creme base de Hostacerin® contendo 2% de extrato mole de I. pes-

caprae, apos a extracdo por meio da dispersdo de matriz em fase sélida (MSPD),
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conforme a técnica desenvolvida por Cesca (2010). A partir desta metodologia,
foram realizados testes variando a polaridade do eluente, até a definicdo da
proporcao 50:50 v/v (metanol: diclorometano).

Para analise das formulacfes por CLAE, foi necessario realizar nova extracao
com a coleta verdo 2014, sendo denominado EM50-2. O EM desta extracdo
apresentou um perfil diferente daquele observado na extragdo anterior, empregada
na analise farmacologica, mesmo sem nenhuma modificacdo no processo de
obtencéo do extrato mole. Porém foi semelhante ao EM50F (Figura 9a).

Inicialmente foi avaliada se a metodologia analitica apresentava interferéncia
de algum componente da base Hostacerin®. Para tanto, a formulacdo branco foi
submetida ao processo de extracdo por meio da dispersdo de matriz em fase solida
e analisada por CLAE. No comprimento de onda das andlises, 338 nm, ndo foram
observados picos no cromatograma do branco (figura 9b). O cromatograma da base
Hostacerin® contendo extrato EM50CF-2 de |. pes-caprae foi similar ao do EM50-2,
figuras 8c e8a, respectivamente, ndo apresentando picos adicionais. Desta maneira
conclui-se que a metodologia mostrou-se seletiva para analise e quantificacdo das
formulacdes contendo EM50 de I. pes-caprae a 2%.

A exatiddo do método de extracdo foi avaliada pelo método de adicdo de
padréao (adicdo do extrato EM padronizado), no creme conforme descrito na tabela 7.
Nas analises do creme também houve variacdo do pico 6, que refletiu também em
alteracdes no pico ISB, ocorrendo provavel co-eluicdo destes picos.

Os valores de recuperacdo para o creme, contendo 2% de EM de I. pes-
caprae apresentam-se entre 75-118%. A Association of Official Analytical Chemists
International - AOAC (2002) estabelece que os valores de recuperacédo devem estar
na faixa de 85-110%, para o nivel de concentracdo de 0,01%, estimado para esta
amostra. Portanto, a metodologia de extracdo necessita de ajustes a fim de melhorar

a recuperacao dos componentes do extrato incorporado na formulagdo semissolida.
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Figura 9. Perfil cromatografico do extrato mole de |. pes-caprae EM50-2 a 6,81 mg/mL (a),

da base Hostacerin® (9b) e da base Hostacerin®contendo EM50-2 a 2% (9c), a 338 nm.
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Tabela 7. Percentual de recuperacdo dos marcadores e picos nao identificados no método
de extracdo em MSPD para o creme contendo 2% de EM 50-2 de I. pes- caprae (média,

DPR%).

Picos 80% 100% 120%
Pico 1 *ISA 83,36 (3,88) 85,31 (4,03) 101,02 (3,60)
Pico 2 *ISA 83,34 (1,54) 75,78 (4,25) 83,98 (0,80)
Pico 3 *ISA 84,09 (5,18) 84,72 (3,86) 89,36 (2,52)
Pico 4 *ISA 95,36 (1,47) 90,49 (4,24) 95,89 (2,80)
Pico 5 **ISQ 81,80 (2,45) 82,45 (3,05) 87,48 (2,32)

ISQ 83,50 (2,31) 84,35 (3,30) 89,09 (2,45)
ISB 116,87 (0,97) 108,34 (3,52) 118,55 (2,05)
ISA 84,25 (0,89) 75,84 (5,25) 84,57 (2,40)
Pico 6 **ISQ 87,30 (1,45) nd nd
Pico 7 **ISQ 81,85 (4,05) 90,07 (2,22) 92,93 (2,23)
ISC 81,85 (4,05) 74,64 (4,16) 81,81 (4,57)

nd: ndo determinado; *ISA: teor dos picos nao identificados que apresentaram perfil de
absorcdo UV de compostos fendlicos foram expressos em ISA; **ISQ: teor dos picos
ndo identificados que apresentaram perfil de absor¢do UV de compostos flavonoides

foram expressos em I1SQ.

A repetibilidade do método de extracdo por MSPD foi avaliada para a base

Hostacerin® contendo 2% de EM 50-2 de |. pes-caprae e apresentou valores de

DPR abaixo de 5% (BRASIL, 2003) para quase todos 0s picos exceto pico 6,

conforme demonstrado na tabela 8.

A precisao intermediaria foi avaliada repetindo-se o experimento em mais um

dia suplementar com mesmo analista e as mesmas instrumentagdes. Os valores de
DPR encontram-se dentro do preconizado pela RE899 (BRASIL, 2003), e os

resultados estdo demonstrados na tabela 8. Portanto, o método pode ser

considerado preciso. No segundo dia da analise verificou-se auséncia do pico 6,

com ja descrito no item 5.1.
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Tabela 8. Ensaio de repetibilidade (dia 1) e precisdo intermediaria (dia 1 e 2) no método de
extracdo em MSPD dos marcadores e picos nao identificados para o creme, contendo 2%
de EM50-2 de Ipomoea pes-caprae (teor médio em ug/g e DPR%).

Picos Dial Dia2 DPRinter

Pico 1 *ISA 87,62 (2,61) 86,58 (3,48) 3,34
Pico 2 *ISA 357,07 (1,71) 360,59 (1,93) 1,81
Pico 3 *ISA 101,30 (2,87) 101,57 (3,35) 3,01
Pico 4 *ISA 23,45 (1,53) 24,73 (2,03) 3,30
Pico 5 **ISQ 158,59 (2,38) 161,42 (1,49) 2,25
ISQ 160,81 (2,02) 160,88 (3,03) 2,36
ISB 286,99 (4,41) 280,28 (3,24) 3,90
ISA 427,59 (4,10) 412,82 (0,66) 3,29
Pico 6 **I1SQ 144,45 (6,14) nd nd

Pico 7 *1SQ 346,49 (2,82) 349,69 (1,81) 2,47
ISC 194,75 (1,46) 182,49 (1,23) 3,59

nd: ndo foi possivel quantificagdo; *ISA: teor dos picos néo identificados que apresentaram
perfil de absor¢cdo UV de compostos fendlicos foram expressos em ISA; **ISQ: teor dos
picos nédo identificados que apresentaram perfil de absor¢cédo UV de compostos flavonoides
foram expressos em ISQ; DPR inter é o DPR que engloba todos os resultados, dos 2 dias
de andlise.

5.7 Biomonitoramento das formulacdes selecionadas

5.7.1 Atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva

5.7.1.1 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

Nos protocolos para estudo de potenciais agentes anti-inflamatérios tépicos, o
edema de orelha induzido por diferentes agentes flogisticos faz parte da etapa
inicial. O edema de orelha induzido por 6leo de créton é amplamente utilizado para
avaliar a atividade anti-inflamatéria de compostos que atuam na fase aguda da
inflamac&o, bem como em processos hiperproliferativos (GABOR, 2000).

Esteres de forbol presentes no Oleo de croton, como o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), exercem seu efeito através da ativagdo da
Proteina quinase C (PKC), que por sua vez, participa da ativagdo sequencial da via
da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e fosfolipase A2. A ativacao da
via da MAPK pela PKC tem um papel central na regulacéo da producao de diversas
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proteinas pro-inflamatérias, como as interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e o fator de
necrose tumoral-TNF-a), enzimas proé-inflamatorias como COX-2 e moléculas de
adesdo. O aumento dos niveis teciduais dos metabdlitos do acido araquiddnico,
principalmente a prostaglandina E2 — (PGE2) e o leucotrieno B4 — (LTB4) parece ser
determinante para que o processo inflamatoério se inicie apés aplicacdo do 6leo de
croton (RAUH, 2008).

A figura 10 representa o efeito da base contendo EM de I. pes-caprae 70 °GL
frente ao edema de orelha induzido por 6leo de croton. Como pode se verificar, 0
extrato promoveu uma potencializacdo do efeito do agente flogistico nas doses a
partir de 0,5%, sendo este efeito significativo nas doses de 1 e 1,5%.

Doses de extrato menores que as mencionadas acima, foram avaliadas para
comprovar a inexisténcia de atividade do creme frente ao edema de orelha induzido
por 6leo de croton, comprovando mais uma vez a auséncia de atividade anti-
edematogénica neste modelo. N&o foi observada diferenca na atividade dos cremes
sobre o edema de orelha induzido por 6leo de croton quando os mesmos continham
EM ou ES, descartando uma possivel perda de atividade devido a exposicdo do

extrato a temperaturas elevadas durante a secagem (Figura 11).

Figura 10. Efeito da base de Hostacerin® contendo extrato mole de I. pes- caprae nas doses
0,25, 0,5, 1,5% a partir de etanol 70 °GL, sobre a espessura do edema da orelha induzido
por 6leo de cr6ton em camundongos.
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Oleo de Créton (2,5%)

Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (*p<0,05, ** p <0,01) -
ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

Com base nos relatos populares e dados da literatura, que apontavam uma

acdo anti-inflamatoria da planta, foram realizadas modificagcbes no protocolo inicial
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de tratamento dos animais com o creme contendo extrato de |. pes-caprae.
Primeiramente, para avaliar se o extrato necessitaria de maior tempo de agéo para
exercer seu efeito, foram realizadas aplicacdes do creme de 12 em 12 horas, por 1,
2 ou 3 dias consecutivos, e 6 horas apos a aplicacdo do 6leo de créton a espessura
da orelha dos animais foi avaliada (Figura 12). Porém, com esta estratégia, também
nao foi possivel verificar efeito anti-inflamatorio do creme de I. pes-caprae.

Outra modificacdo no protocolo inicial do edema de orelha induzido por Oleo
de croton foi realizada a fim de excluir questdes relacionadas a problemas
farmacocinéticos. Assim, foi realizado tratamento antes e depois da aplicacdo do
agente flogistico (Figura 13). Novamente ndo houve diminuicdo do edema e com
aplicacao do creme contendo EM 70 °GL ap6s 30 minutos da aplicacdo do 6leo de
croton foi verificada potencializacdo do efeito do agente flogistico, também na dose
de 0,1%.

Figura 11. Efeito da base de Hostacerin® contendo EM e ES de |. pes-caprae nas doses 0,1,
0,25 e 0,5% a partir de etanol 70 °GL, sobre a espessura do edema da orelha induzido por
6leo de créton em camundongos.
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Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (** p <0,01) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.
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Figura 12. Efeito da base de Hostacerin® contendo EM de I. pes- caprae a 0,1% a partir de
etanol 70 °GL em aplica¢gdes multiplas de 12 em 12 horas, sobre a espessura do edema da
orelha induzido por 6leo de créton em camundongos.

E 500+

=2 Bl Controle

© 400- B3 Placebo

< = - .
o - E EM 70GL 0,1% 1° dia
S 300- = E= EM 70GL 0,1% 2° dia
o EM 70GL 0,1% 3° dia
& 2004 -

3 =

2 :

@ 100 =

=8 "

it :

< 0 n

Oleo de Créton (2,5%)

Figura 13. Efeito da base de Hostacerin® placebo e da base Hostacerin® contendo extrato
mole de |. pes-caprae a 0,1% a partir de etanol 70 °GL com variacdo no protocolo de
tratamento — antes e ap0ds aplicacdo do 6leo de croton, sobre a espessura do edema da
orelha induzido por 6leo de créton em camundongos.
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Asteriscos denotam diferengas estatisticas quando comparados ao controle (* p <0,05) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.

Descartando problemas farmacocinéticos conforme resultados acima, a partir
da hipotese de que a composicdo do extrato pudesse ser um fator determinante
nesta atividade, foi realizada nova extragdo diminuindo o grau alcdolico,
empregando o etanol 50 °GL, cuja polaridade é similar aquela do uso popular. O EM
obtido da extracdo de caule e folhas de I. pes-caprae com etanol 50 °GL, foi

incorporado ao creme base Hostacerin® na dose de 2% e este foi empregado neste
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modelo, com avaliagdo da espessura da orelha 6 horas apo6s a aplicagdo do agente
flogistico (Figura 14). O creme contendo EM 50 °GL de |. pes-caprae a 2%
apresentou efeito similar ao placebo. E importante ressaltar que nao foi verificada a
potencializacdo do agente flogistico a partir da extracdo com solvente mais polar,
mesmo com a dose de 2%, diferente do observado para o EM 70 °GL (Figura 10),
evidenciando a importancia do solvente na atividade do extrato.

Como o modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton permite
identificar inibidores da biossintese das PG e LT, tem sido amplamente utilizado na
triagem de compostos que pertencem a classe dos inibidores da cicloxigenase
(COX) e/ou lipoxigenase (LOX) (GABOR, 2000). Portanto, os resultados sugerem
que o extrato de |. pes-capre, quando aplicado de forma tépica ndo atua por estas
vias.

A potencializacao do efeito do agente flogistico pode estar relacionada com o
proprio agente, uma vez que o TPA atua sobre a via de ativacdo da PKC e estudos
relatam que o TPA aumenta a expressao de alguns receptores (GROSMAN;
NIELSEN, 1988).

Figura 14. Efeito da base Hostacerin® contendo extrato mole da I. pes- caprae a 2% a partir
de etanol 50 °GL, sobre a espessura do edema da orelha induzido por 6leo de créton em
camundongos.
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Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (** p <0,01) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22N.+Grosman%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22K.+A.+Nielsen%22
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5.7.1.2 Edema de orelha induzido por oxazolona

O modelo de dermatite induzida por oxalonona € um modelo de
hipersensibilidade do tipo tardia, na qual se verifica a formacdo do edema, migragao
de leucadcitos polimorfonucleares e linfocitos T. A oxazolona € um potente indutor da
COX-2, interferon-y e IL-4 (WEE et al., 2005) e a partir do segundo contato com a
pele do animal € captada pelas células portadoras de antigenos, os quais sao
reconhecidos por linfécitos T, gerando uma resposta imunomediada com liberacao
citocinas inflamatérias que agem promovendo aumento de fluxo sanguineo na
regido; expressao de moléculas de superficie que favorecem a adeséo leucocitaria a
parede vascular; producdo e secrecao de substancias quimiotéticas e alteracéo
morfolégica das células endoteliais, favorecendo o extravasamento plasmatico.
Todos esses eventos induzem uma resposta inflamatoria caracteristicas de doencas
cutdneas semelhantes a dermatite de contato. Entdo, foi adaptado o modelo de
edema de orelha que mimetiza dermatite de contato com a oxazolona como agente
flogistico, com prévia sensibilizacdo, seguida de elicitacdes multiplas na pele do
animal (KAMMEYER; BOS; TEUNISSEN, 2008).

O efeito do creme contendo EM 70 °GL sobre o modelo de edema de orelha
induzido por oxazolona é demonstrado na figura 15. Mais uma vez observa-se a
inatividade do creme em reduzir o aumento na espessura da orelha, porém o mesmo
potencializou a acdo da oxazolona, aumentando significativamente o edema de
orelha em ambas as doses. Este modelo envolve a participacdo dos linfécitos T, a
liberacdo citocinas, prostaglandinas e leucotrienos caracterizando reacgao
inflamatdria alérgica da pele. O EM 70 °GL de |. pes-caprae novamente nao
apresentou efeito anti-inflamatério tépico neste modelo, indicando que o mesmo
além néo inibir a inflamac&o mediada pela de via do acido araquidénico, também
nao é eficaz em inibir processos inflamatorios imunomediados em modelos de

hipersensibilidade tardia.
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Figura 15. Efeito da base Hostacerin® contendo extrato mole de |. pes- caprae a 0,1 e 1% a
partir de etanol 70 °GL com aplicagdes de 12 em 12 horas, sobre a espessura do edema da
orelha induzido por oxazolona com sensibilizac6es multiplas em camundongos.
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Asteriscos denotam diferengas estatisticas quando comparados ao controle (*** p <0,001) -
ANOVA duas vias, seguido de teste post-hoc de Bonferroni.

5.7.1.3 Edema de pata induzido por injecao intraplantar de tripsina

Diante dos resultados ja apresentados pode-se sugerir que os EM 50 °GL e
70 °GL, ndo apresentam acao anti-inflamatéria tépica. Entretanto, os relatos da
utilizacdo popular da planta nos leva a refletir de que modo ela poderia estar
atuando. Como ja descrito anteriormente a |. pes-caprae é utilizada topicamente sob
forma de uma pasta das folhas sobre a regido afetada pelo contato com os cnidarios
popularmente chamados de aguas vivas, para minimizar 0S sintomas
desencadeados pelo contato com as suas toxinas.

Estas toxinas sdo armazenadas em estruturas denominadas nematocistos, e
sdo compostas por catecolaminas, histamina, hialuronidase, fibrolisinas, cininas,
fosfolipases e proteases. As toxinas de agua viva, quando em contato com a pele
produzem reacfes cutaneas dentro de 5 minutos e os sintomas envolvem eritema,
edema, dor, prurido e queimacao (AL-RUBIAY et al., 2009). Estas toxinas estimulam
a ativacao de receptores, como mecanismo de protecao frente aos predadores, entre
estes estdo receptores como o receptor potencial transiente vaniloide 1 (TRPV1),
com a co-expressdo do receptor de protease ativado 2 (PAR-2) envolvidos na
resposta inflamatoria neurogénica (AMADESI et al., 2004; SIEMENS et al., 2006).
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Desta maneira, avaliou-se a atividade anti-inflamatoria topica de diferentes
extratos moles de |. pes-caprae através do modelo de edema de pata induzido por
tripsina, uma protease capaz de gerar respostas inflamatorias pela ativacao de PAR-
2.

O edema de pata induzido por tripsina causa vasodilatacdo, induz o
extravasamento de proteinas plasmaticas, infiltracdo de neutrofilos e estimula a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias. Em ratos, apresenta resposta maxima no
intervalo de 10 a 40 min, apds a administracéo da tripsina, diminuindo gradualmente,
mas permanecendo significativa por até 6 horas (PASZCUK et al., 2008;
VERGNOLLE et al., 1999).

O edema de pata induzido por tripsina foi caracterizado através da resposta
dos antagonistas de provaveis vias que envolvem o edema induzido por esta
protease. E relatado que a resposta edematogénica foi inibida significativamente
pelo antagonista seletivo do receptor B2 de bradicinina, pelo antagonista de TRPV1,
antagonista do receptor de peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
pelo inibidor das enzimas COX1/2 como a indometacina, pelo inibidor de sintese
proteica como a dexametasona e também pela delegcédo do receptor p55 do TNFa. O
depletor e o estabilizador de mastdcitos, o antagonista do receptor H1 de histamina
e 0s antagonistas seletivos para os receptores de neurocininas também reduziram
parcialmente o edema de pata induzido por tripsina. Ja a delecdo génica para o
receptor PAR-2 apresentou atividade anti-edematogénica apenas na primeira hora
(PASZCUK et al., 2008).

A base Hostacerin® contendo 1% dos extratos moles EM 50 °GL, 90 °GL,
incluindo o EM 50 °GL obtido somente a partir das folhas inibiram sigficativamente o
edema de pata induzido por tripsina, com inibicdo média de 46 + 9%, 24 + 5% e 36 *
3% respectivamente (Figura 16).

Considerando que as respostas edematogénicas induzidas pela tripsina na
pata de camundongos representam eventos multimediados, os quais envolvem a
ativacdo de diferentes receptores, destacando-se receptores PAR-2, B2, TRPV1 e
CGRP (PASZCUK et al., 2008), os compostos presentes nos extratos EM 50 °GL e
90 °GL podem estar atuando sobre os mesmos.

No presente estudo, sugere-se a acao sinérgica de caules e folhas, visto que
0 creme que continha EM 50 °GL com caules e folhas foi mais efetivo na reducéo do

edema do que a formulagdo composta somente com folhas (Figura 16).
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O creme contendo EM 70 °GL também néo apresentou reducéo significativa
do edema neste modelo, mesmo tendo sido comprovada a atividade anti-inflamatoria
para solucdo extrativa obtida a partir de etanol 70 °GL, pela via i.p., em modelo de
pleurisia, utilizando carragenina como agente flogistico (VIEIRA et al., 2012). Esta

diferenca pode ser atribuida as caracteristicas da via de administracao.

Figura 16. Efeito da base Hostacerin® contendo extratos moles de |. pes- caprae a 1% a
partir de etanol 50 °GL, 50F, 70 °GL e 90 °GL, sobre o edema de pata induzido pela injecédo
intraplantar de tripsina em fun¢éo do tempo (a) e a area sob a curva temporal (AUC 0 - 6 h)
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comparacdo ao grupo controle (**p<0,01). a: ANOVA duas vias, seguido de teste post-hoc de
Bonferroni; b: ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

O efeito da dose do EM 50 °GL sobre o edema de pata induzido por tripsina
foi avaliado (Figura 17). Os resultados demonstraram o efeito dose dependente, com
inibicbes médias de 20,35 + 5,64%, 33,26 + 4,83%, 50,24 + 6,89 nas doses de 0,5, 1
e 2% respectivamente, sendo que DI50 foi de 1,70%.
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Figura 17. Efeito da base Hostacerin® contendo extrato mole de I. pes-caprae a 0,5, 1 e 2%
a partir de etanol 50 °GL, sobre o edema de pata induzido pela injecao intraplantar de
tripsina em funcao do tempo (a) e a area sob a curva temporal (AUC 0 - 6 h) (b).
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Area sob a curva temporal (AUC 0 - 6 h) (b). Os asteriscos representam os niveis de significancia em
comparacao ao grupo controle (*p<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). a: ANOVA duas vias, seguido de
teste post-hoc de Bonferroni; b: ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

Tendo-se definido a composicao do extrato e a dose mais efetiva para o efeito
anti-inflamatorio, partiu-se para analise do efeito da secagem do extrato por spray
dryer sobre a atividade biolégica empregando o modelo de edema de pata induzido
por tripsina. Os extratos EM 50 e ES 50, a 2% apresentaram um percentual medio
de inibicdo de 33,1 = 5,2%, e 34,1 = 3,9% respectivamente, ndo diferindo entre si,

sugerindo que a secagem nao afeta a atividade biologica do extrato (Figura 18).
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Figura 18. Efeito da base Hostacerin® contendo extrato mole e extrato seco por spray dryer
de |. pes-caprae a 2% a partir de etanol 50 °GL, sobre o edema de pata induzido pela
injecao intraplantar de tripsina em funcéo do tempo (a) e a area sob a curva temporal (AUC
0 -6 h) (b).
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Area sob a curva temporal (AUC 0 - 6 h) (b). Os asteriscos representam os niveis de significancia em
comparacao ao grupo controle (*p<0,05, ** p <0,01). a: ANOVA duas vias, seguido de teste post-hoc
de Bonferroni; b: ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

Com objetivo de melhor elucidar as vias de atuacdo para atividade anti-
inflamatoria topica, foram avaliados outros agentes flogisticos no modelo de edema

de pata como a carragenina e bradicinina (itens 5.7.1.7 e 5.7.1.8).

5.7.1.4 Nocicepcao espontanea induzida por injecdo intraplantar de tripsina
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Paszcuk et al. (2008) relatam que a nocicepgdo espontanea induzida pela
tripsina, foi significativamente reduzida pelos antagonistas seletivos dos receptores
B2, TRPV1, dos receptores para CGRP e também pela degranulacéo e estabilizacédo
de mastocitos, além da delecdo génica do receptor p55 do TNFa. Os autores
também relatam que a nocicep¢do espontanea foi praticamente nula em animais
com delecdo génica para o receptor PAR-2, e que a nocicepgcdo espontanea
induzida pela tripsina na pata do camundongo, provavelmente, ndo esta associada
com ativacdo das enzimas COX-1 ou COX-2, uma vez que 0 tratamento como
indometacina nao alterou a resposta nociceptiva.

O modelo de nocicepgdo espontanea induzida pela injecao intraplantar de
tripsina também foi utilizado para andlise dos extratos moles obtidos com etanol em
diferentes graus alcoolicos. Neste modelo, o EM 50 °GL mostrou uma reducao
estatisticamente significativa no tempo de licking (tempo de reacao nociceptiva) dos
animais, com inibicdo média de 51,9 + 9,0% (Figura 19). Da mesma forma que o EM
50 °GL foi mais ativo na atividade anti-inflamatoria ele também se mostrou mais
ativo na atividade antinociceptiva, corroborando o uso popular da planta, que se da
pela aplicacdo de uma pasta composta das folhas sobre queimaduras causadas por
agua-viva (WASUWAT, 1970).

Com este resultado, pode-se observar que a presenca do caule na droga
vegetal parece novamente contribuir para a atividade bioldgica, ja que o creme
produzido com o extrato obtido a base exclusivamente das folhas ndo demostrou
atividade significativa. Neste modelo também foi evidenciada menor efetividade do
EM 70 °GL quando aplicado topicamente.

Desta maneira sugere-se a atuacédo dos componentes do EM 50 °GL sobre o0s
receptores TRPV1, PAR-2, B2, apontando o sistema histaminérgico como alvo
principal, uma vez que é um mediador importante na via de sinalizacdo destes

receptores.

Figura 19. Efeito da base Hostacerin © contendo extratos moles de |. pes-caprae a 1% a
partir de etanol 50 °GL, 50F, 70 °GL e 90 °GL sobre a nocicep¢éo espontanea induzida por
tripsina na pata dos camundongos.
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Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (** p <0,01) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.

Tendo em vista que no experimento anterior, avaliou-se o tempo de licking
durante 10 minutos, o experimento acima foi repetido, somente para o extrato mais
ativo EM 50 °GL, avaliando o tempo de reagédo do animal nos tempos de 5, 10 e 15
min (Figura 20). Pode-se observar que a atividade antinociceptiva foi comprovada
para este extrato, sendo que a inibicdo observada em 5 min foi de 45,9 + 13,1%, em
10 min de 41,5 + 9,4% e em 15 min de 41,02 £ 6,6%. Apds 5 min, o controle positivo
(morfina 5 mg/kg, s.c.) foi visivelmente mais ativo que o extrato, entretanto, no tempo

15 minutos, a morfina mostrou atividade semelhante a do extrato.

Figura 20. Efeito da base Hostacerin ©® contendo extratos moles de |. pes-caprae a 1% a
partir de etanol 50 °GL sobre a nocicep¢do espontanea induzida por tripsina na pata dos
camundongos, nos tempos 5, 10 e 15 minutos.



85

250
Bl Tripsina (300ug/pata)

200+ E |. pes caprae EM 50 1%
1 Morfina (5 mg/kg,s.c)
150+ ki

*H

100
50- . %’ll
JlE =
5 10 15

Tempo (min)

Licking (s)

Asteriscos denotam diferengas estatisticas quando comparados ao controle (* p <0,05** p <0,01) -
ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

O efeito da dose do creme contendo EM 50 °GL foi entdo avaliado sobre a
nocicepcao espontanea induzida por tripsina (Figura 21). Verifica-se que as doses
0,1 e 1% foram semelhantes ndo apresentando diferencas entre si, e em relagdo ao
controle a dose 1% apresentou uma redugdo mais significativa no tempo de licking
dos animais, com inibicdo média de 45,1 + 1,8%, e a dose de 0,1% apresentou
inibicdo média de 40,0 + 4,6%.

Figura 21. Efeito da base Hostacerin ® contendo extratos moles de I. pes-caprae a 0,1 e 1%

a partir de etanol 50 °GL sobre a nocicep¢édo espontanea induzida por tripsina na pata dos
camundongos.
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Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (* p <0,05, ** p <0,01) -
ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

5.6.1.5 Edema de orelha induzido por capsaicina
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A capsaicina é um alcaldide encontrado na espécie Capsicum annuum L.,
quando aplicada topicamente produz uma resposta inflamatéria neurogénica
imediata, caracterizada por vasodilatacdo, aumento de fluxo sanguineo e
consequente formacdo de edema por extravasamento plasmatico, além de
sensibilizacdo a dor. Esse efeito provém da estimulacédo de neurdnios sensoriais de
pequeno diametro e da liberacdo de mediadores neurogénicos da inflamagédo como
a histamina, serotonina e de neuropeptideos, seguido da formacdo de edema, cujo
pico maximo € atingido até 30 minutos apos a aplicacéo topica (ZEGARSKA et al.,
2006; GABOR; 2000; HOLZER, 1991).

No entanto, € proposto que o edema induzido pela capsaicina seja
primariamente mediado por neuropeptideos (substancia P, peptideo relacionado ao
gene da calcitonina - CGRP, peptideo intestinal vasoativo - VIP e neurocininas)
liberados apés ativacdo dos neurdnios sensoriais, e estes, por sua vez, estimulam a
degranulacdo de mastdcitos com liberacdo de histamina e serotonina, sendo estes
altimos os mediadores responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular no
tecido inflamado (INOUE; NAGATA; KOSHIHARA, 1993).

Alguns estudos demonstram que o edema de orelha induzido por capsaicina é
inibido por antagonistas da histamina, da serotonina e da substancia P, como
também por bloqueadores do canal de Ca®" e pelo inibidor de capsaicina - o
vermelho de ruténio e também pela dexametasona. Porém, o edema de orelha néo é
inibido por inibidores dos metabdlitos do acido araquiddnico, como a indometacina
(INOUE; NAGATA; KOSHIHARA, 1993).

O creme contendo EM 50 °GL composto por caules e folhas, foi eficaz na
reducdo do edema de orelha induzido por capsaicina com inibicdo média de 45 + 3%
em 30 minutos (Figura 22), evidenciando o efeito anti-inflamatério do creme
contendo EM 50 °GL a 2%, atuando nas vias da capsaicina possivelmente
interagindo com receptores TRPV1 e inibindo a liberacdo de neuropeptidios e

mediadores neurogénicos como a histamina e a serotonina.

Figura 22. Efeito da base Hostacerin ® contendo extrato mole de |. pes- caprae a 2% a partir
de etanol 50 °GL, sobre a espessura do edema da orelha induzido por capsaicina em
camundongos, 30 min (a) e 60 min (b) apds aplicacdo do agente flogistico.
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Asteriscos denotam diferencas estatisticas quando comparados ao controle (** p <0,01) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.

5.7.1.6 Nocicepcao espontanea induzida por injecdo intraplantar de capsaicina

A nocicepcdo induzida pela capsaicina envolve a ativacdo de receptores
TRPV1, que é um canal seletivo para Ca*?, que pode ser ativado pela capsaicina,
além de ser estimulado por altas temperaturas e por faixas de pH menores que 6,5.
Este receptor € um alvo promissor para aliviar a dor inflamatéria. A sensibilizacédo
TRPV1 depende de varios mecanismos, entre os quais envolve a fosforilagdo de
TRPV1 por proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC) e outras quinases.
De fato, varios mediadores como, por exemplo, prostaglandinas podem aumentar a
ativacdo de TRPV1 através de uma via dependente de PKA (TREVISANI,
SZALLASI, 2010).
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Para confirmar se na atividade antinociceptiva do creme de |. pes-caprae
existe a participagcdo dos receptores TRPV1, foram realizados experimentos de
nocicepcao espontanea induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina. O creme
contendo EM 50 °GL a 2% inibiu significativamente o tempo de licking na nocicepc¢éo

induzida por capsaicina (Figura 23), com inibicdo média de 42,5 + 6,5%.

Figura 23. Efeito da base Hostacerin® contendo extratos moles de |. pes- caprae a 2% a
partir de etanol 50 °GL sobre a nocicepcdo espontanea induzida por capsaicina na pata dos
camundongos.
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Asteriscos denotam diferengas estatisticas quando comparados ao controle (* p <0,05) - ANOVA,
seguido de teste post-hoc de Dunnett.

5.7.1.7 Edema de pata induzido por injecao intraplantar de carragenina

O edema induzido por carragenina é um fendmeno temporal e multimediado,
que envolve a participacdo de diferentes mediadores inflamatérios. A carragenina
induz exsudato rico em proteinas que contém grande numero de neutrofilos e
apresenta trés fases distintas envolvidas na resposta inflamatéria aguda. A primeira
relaciona-se a liberacdo de histamina e serotonina, a segunda fase envolve a
liberacdo de bradicinina enquanto as prostaglandinas estdo envolvidas na ultima
fase (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971).

O EM 50 °GL 2% apresentou reducao significativa do edema de pata induzido
por carragenina na 12 e 32 hora (figura 24), indicando possivel relacdo com a inibicao
dos mediadores vasoativos como a histamina, serotonina e bradicinina. A inibicdo
média foi de 23,3 £ 4,6%.
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Figura 24. Efeito da base Hostacerin ® contendo extrato mole de I. pes- caprae a 2% a partir
de etanol 50 °GL, sobre o edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina
em funcao do tempo (a) e a &rea sob a curva temporal (AUC 0 - 24 h) (b).
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Os asteriscos representam os niveis de significAncia em comparagcdo ao grupo controle (*
p<0,05** p <0,01, ***p<0,001). a: ANOVA duas vias, seguido de teste post-hoc de Bonferroni; b:
ANOVA, seguido de teste post-hoc de Dunnett.

5.7.1.8 Edema de pata induzido por injecdo intraplantar de bradicinina




90

O creme de I. pes-caprae 50° GL, mostrou-se ativo na segunda fase do
edema de pata induzido por carragenina, que apresenta relagdo com a liberacdo de
bradicinina, assim avaliou-se o efeito do mesmo sobre este mediador, através do
edema de pata induzido por injecéo intraplantar de bradicinina.

A bradicinina € um mediador inflamatério que promove vasodilatacao, dor,
aumento da permeabilidade vascular, estimula fosfolipases A, promovendo a
liberacdo de AA, culminando na producédo de prostaglandinas e leucotrienos. Sabe-
se que o papel inflamatério da bradicinina, ocorre primariamente pela ativacdo de
receptores B,, e também pela ativagdo de PKC e posterior sensibilizacdo de
receptores TRPV1, que consequentemente facilita a liberacado de outros mediadores
pré-inflamatérios pela entrada de calcio nas células (KATANOSAKA et al., 2008).

O creme base de EM 50°GL 2%, inibiu significativamente o edema de pata
induzido por bradicinina nos tempos 10, 20 e 30 minutos, apresentando inibicao
média de 33 + 5,2% (Figura 25), indicando que os compostos do extrato, atuem

possivelmente, também sobre receptores B2,

Figura 25. Efeito da base Hostacerin ® contendo extrato mole de |. pes- caprae a 2% a partir
de etanol 50 °GL, sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de bradicinina
em fun¢do do tempo (a) e a area sob a curva temporal (AUC 0 — 120 min) (b).
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Os asteriscos representam os niveis de significAncia em comparagéo ao grupo controle ( ***p<0,01).
a: ANOVA duas vias, seguido de teste post-hoc de Bonferroni; b: ANOVA, seguido de teste post-hoc
de Dunnett.

A partir destes resultados é possivel inferir que a acdo do creme contendo EM
50 °GL parece envolver principalmente sintomas que envolvem fibra C e reducéo da
atividade dos receptores TRPV1, de maneira direta ou indireta. Também sugere-se
interagcdo com receptores B2 e PAR-2. E ainda possivelmente na reducdo da
liberacdo de neuropeptideos como substancia P, CGRP, glutamato, e aminas como
histamina e serotonina, podendo agir em diferentes alvos.

Relacionando principal uso popular de |. pes-caprae sobre queimaduras
causadas por agua viva (WASUWAT, 1970) com o mecanismo de toxicidade de
cnidérios, observa-se que este apresenta relagdo com receptor TRPV1, sendo este o

principal responsavel por eventos neurogénicos como coceira, dor e reacdes
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cutdneas alérgicas, mesmo sem prévia sensibilizacdo (SMITH; NILIUS, 2013;
VRIENS; APPENDINO; NILIUS, 2009; CUYPERS et al., 2011).

A dor e a inflamacdo mediada por TRPV1 sdo sem duvida, parte do
mecanismo pelo qual os cnidarios visam conter seus predadores (SIEMENS et al.,
2006). Amadesi et al. (2004) relatam que receptores PAR-2 foram co-expressados
com receptores TRPV1 em neurdnios de pequeno e médio diametro, e que a injecdo
intraplantar de um agonista de PAR-2 causa hiperalgesia e é inibida pelo
antagonismo ou delecdo de TRPV1, também identificando um novo mecanismo pelo
qual proteases que ativam PAR-2 podem sensibilizar TRPV1 através PKC.

A nocicepc¢do, através da ativacdo de receptores TRPV1, € um evento que
parece ser também mediado pela liberacdo de histamina pelos mastdcitos. Além de
estimular os mastécitos diretamente através de receptores TRPV1, agonistas de
TRPV1 poderiam estimular os mastécitos indiretamente via excitacdo primaria de
fibras aferentes com a consequente liberacdo da substancia P, que também é capaz
de ativar mastécitos a liberacdo de histamina e outros mediadores inflamatérios
(ANDRADE et al., 2008).

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que o mediador
chave para a atividade biolégica tépica do extrato de I. pes-caprae é a histamina,
como produto da degranulacdo de mastocito. Esta hipétese relaciona-se com
trabalhos j4 publicados demonstrando que a resposta a tripsina como agente
flogistico depende parcialmente da acdo da histamina para causar nocicepcao,
edema e prurido em camundongos (SHIM et. al., 2007; PASZCUK et al., 2008).

Shim et al. (2007) relatam que a histamina causa influxo de Ca** nos
neurbnios sensoriais em camundongos de tipo selvagem, mas ndao em em
camundongos TRPV1 knockout. Quando administrado por via subcutanea, a
histamina causa surtos de coceira, que foram significativamente reduzidos pelo pré-
tratamento com um bloqueador TRPV1, por inibidores de PLA2 e de H1. Por outro
lado, animais knockout TRPV1 tiveram uma reducéo significativa no comportamento
de cocar em comparacdo a animais sem delecdo de TRPV1 (SHIM et al., 2007).
Juntos, estes resultados indicam que o TRPV1 desempenha um papel fundamental
na mediagdo da agdo da histamina, como também na atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva do creme base do EM 50 °GL.

Apesar de todas estas evidéncias, novos experimentos ja foram tracados para

determinar com precisdo 0 mecanismo de acao da planta, inclusive utilizando o
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modelo a ser padronizado com a propria toxina de um cnidario, bem como para
tentar investigar o possivel uso como agente anti-pruridogénico para casos de
picadas de insetos, dermatites, entre outros.

Relacionando a resposta farmacoldgica com o perfil cromatografico e o teor
de marcadores obtidos por CLAE o extrato mais ativo, EM 50 °GL foi o que
apresentou o menor teor de isoquercitrina e dos acidos isoclorogénicos A, B e C
(Tabela 4), parecendo haver uma proporcionalidade inversa destes marcadores com
a atividade biologica. No entanto, ha picos de compostos desconhecidos com maior
teor neste extrato como os picos 1 e 4 (Tabela 4). Provavelmente o efeito bioldégico
deva-se a uma proporcao ideal entre estes compostos, ou ainda a compostos nao
detectados por CLAE-UV.

5.7.2 Avaliacéo da citotoxicidade in vitro das formula¢cdes - Agarose overlay

Avaliacdo da citotoxicidade in vitro reflete o grau de irritacdo cutanea, é
indicado para emulsGes e géis com fase continua aquosa (ANVISA, 2003). Na
analise o controle negativo ndo apresentou halo de citotoxicidade (Figura 26b) e o
controle positivo apresentou um halo de 2,1cm (Figura 26a) demonstrado severa
citotoxicidade e confirmando a validade do ensaio. As amostras ndo apresentaram
halo de citotoxicidade, indicando que o creme contendo o EM 50°GL a 2% e o creme
branco ndo apresentaram nenhum grau de irritacdo cutanea (figuras 26¢ e 26d).

Assim o creme contendo EM 50°GL mostra-se adequado para o uso tépico.

Figura 26. Placa de petri da avaliacdo da citotoxicidade in vitro da base Hostacerin®
contendo extrato mole de |. pes-caprae a 2% a partir de etanol 50 °GL pelo método Agarose
overlay.
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a: controle positivo - Triton X, b: controle negativo — meio DMEM suplementado, ¢: creme EM 50 °GL,
d: creme branco.



6 CONCLUSOES

No método de CLAE, foram identificados e quantificados novos marcadores

além da isoquercitrina, como os acidos isoclorogénicos A, B e C.

Para a obtencdo da solucao extrativa pelo método de maceracao dinamica, foi
selecionada a condicédo de 7,5%, para relacdo dorga: solvente, e 24 h, para o

tempo de extracao.

Em relagdo aos marcadores, os extratos moles compostos de caules e folhas
a partir da extracdo com etanol 50 °GL apresentou menor teor de todos
marcadores e maior teor dos picos 1 e 4 (compostos desconhecidos); o teor
do marcador ISA foi proporcional ao grau alcoodlico, enquanto o teor do
marcador ISQ nao diferiu quanto ao grau alcodlico, exceto para o EM 50 °GL
de folhas e caules; e teor dos marcadores ISB e ISC foram semelhantes nos
extratos EM 70 e 90 °GL.

A secagem por spray dryer ndo alterou o perfil cromatografico e o teor dos

marcadores.

O método de extracdo dos marcadores no creme foi validado, apresentou
seletividade, a recuperacdo em média foi 80% para todos os marcadores, a
precisdo intradia e inter-dias foram adequadas. Porém, este método necessita
ser otimizado para melhorar a recuperacdo dos marcadores. O creme
apresentou o0s seguintes teores dos marcadores: 160,8 ug/g de 1SQ, 283,5
pg/g de ISB, 419,5 ug/g de ISA e 188, 5 pg/g de ISB.

No modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton e oxazolona os
extratos analisados EM 50 e 70 °GL néo apresentaram atividade anti-

inflamatoria.

Os extratos EM 50 °GL, 50F e 90 °GL apresentaram atividade anti-
inflamatoria no edema de pata induzido por tripsina, e o EM 50 °GL foi mais

efetivo; e o EM 70 °GL nao foi ativo neste modelo. Apenas o EM 50 °GL
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reduziu o tempo de reacdo nociceptiva dos animais, demonstrando que o EM
50 °GL parece atuar sobre receptores PAR-2.

Nos modelos de inflamacdo e nocicepc¢éo induzidos por capsaicina o EM 50

°GL foi ativo, sugerindo interacdo do extrato com receptores TRPV1.

Nos modelos de edema de pata induzido por carragenina e bradicinina, a
atividade do EM 50 °GL confirma o efeito de |. pes-caprae sobre a histamina,

e também é sugerida sua atuacao sobre receptores B2.

O creme contendo o EM 50GL 2% nao demonstrou nenhum grau de

citotoxicidade pelo método Agarose overlay.

O teor dos marcadores e a atividade farmacolégica do extrato EM 50 °GL
parecem estar inversamente relacionados. Provavelmente esta atividade se
deva ao maior teor dos compostos desconhecidos (picos 1 e 4), ou a uma
proporcao ideal entre 0os compostos, ou ainda a compostos ndo detectados
pela metodologia utilizada para analise dos derivados por CLAE.
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