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RESUMO

As feridas crbnicas impactam consideravelmente na qualidade de vida dos
pacientes. A aplicacdo de curativos € uma forma eficiente de tratar feridas, uma vez
gue protegem e auxiliam a cicatrizacdo. Os hidrocolbides de alginato sdo materiais
biocompativeis que absorvem fluido formando um gel que mantém a umidade no
leito da ferida, proporcionando um ambiente adequado para a proliferacdo celular. A
incorporacdo de extratos de plantas medicinais pode potencializar a agao
cicatrizante do alginato. Calendula officinalis L. contém flavonoides e triterpenos que
possuem acédo anti-inflamatéria e atuam sobre a proliferacéo celular, favorecendo a
cicatrizacdo. O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar as propriedades
fisico-quimicas e avaliar o efeito in vitro sobre viabilidade de fibroblastos de um
hidrogel de alginato com extrato de caléndula. Os extratos glicolicos foram
preparados utilizando flores secas de caléndula. As analises dos extratos utilizando
espectrofotometria UV-visivel e CLAE-DAD evidenciaram a presenca de compostos
fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos) e as misturas propilenoglicol-agua (10 a
30%) resultaram em maior eficiéncia na extracdo dessas classes quimicas. O
hidrogel alginato-caléndula foi submetido ao estudo de estabilidade, analise
termogravimétrica (TG) e reologia. Os ensaios fisico-quimicos evidenciaram que a
formulacéo é estavel e possui pH compativel com a pele. As amostras mantidas sob
refrigeracdo apresentaram maior estabilidade além de viscosidade e
espalhabilidade mais adequadas ao uso tépico. Os ensaios reoldgicos demonstram
a diminuicdo da viscosidade com o aumento da temperatura, prevalecendo o carater
viscoso (G”) em baixas frequéncias. O efeito do hidrogel alginato-caléndula sobre
viabilidade celular foi avaliado pelos testes com metiltetrazdlio (MTT) e
sulforodamina B (SRB) utilizando fibroblastos murinos da linhagem 3T3. Os
resultados demonstram que a formulacdo de hidrogel alginato-caléndula n&o exerce
efeito citotoxico. Através do ensaio da SRB observou-se um aumento da viabilidade
celular nas diluigdes a partir de 1:80.

Palavras-chave: Cicatriza¢do. Hidrogel. Fitoterapico. Caléndula. Alginato.



ABSTRACT

Chronic wounds significantly reduce a patient's quality of life. Wound dressing is an
effective method of treating wounds and promoting healing. Alginate hydrocolloids
are biocompatible and absorb exudate to form a gel, which creates a moist wound
environment conducive to cell proliferation. The incorporation of herbal extracts into
alginate hydrogels may have the potential to accelerate the healing process.
Calendula officinalis L. contains flavonoids and triterpenes, which have been shown
to have anti-inflammatory properties as well as cell proliferation, accelerating wound
healing. The goal of this study was to create an alginate hydrogel containing marigold
extract, characterize its physicochemical properties, and assess its effect on
fibroblast viability in vitro. Dried marigold flowers were used to make glycolic extracts.
Glycolic extract UV-visible spectrophotometry and HPLC-DAD analysis. The
presence of phenolic compounds such as flavonoids and phenolic acids was
revealed by UV-visible spectrophotometry and HPLC-DAD analysis of glycolic
extract. Propylene glycol:water extracting solutions ranging from 10 to 30% (v/v) in
water provided the best extracting solution for the preparation of glycolic extracts.
Stability tests, thermogravimetric (TG) analysis, and rheology were performed on the
alginate-calendula hydrogel. The physicochemical tests revealed that the formulation
is stable, has a pH compatible with the skin, and samples stored at 4 °C during
storage stability testing did not exhibit significant changes in pH, viscosity, or
spreadability. The rheological tests show that viscosity decreases with increasing
temperature, with the viscous character (G") dominating at low frequencies. In murine
fibroblasts 3T3 cells, cell viability was determined using methyl tetrazolium and
sulforhodamine B assays. According to the findings, the alginate-calendula hydrogel
formulation was not cytotoxic. The SRB assay revealed an increase in cell viability at
dilutions beginning at 1:80.

Keywords: Healing. Hydrogel. Phytotherapeutic. Marigold. Alginate.
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1 INTRODUCAO

As feridas crbnicas sao consideradas um problema de saude publica com
impactos sociais, econdmicos e na qualidade de vida dos pacientes. A aplicacéo de
curativos € imprescindivel no tratamento de feridas cronicas; entretanto, apesar da
ampla diversidade disponivel, o custo de curativos bioativos geralmente é muito
elevado, tornando-os pouco acessiveis aos pacientes (MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009; VASCONCELOS, 2018).

Atualmente, os curativos mais utilizados s&o fabricados com alginato, um
polissacarideo obtido de algas marinhas marrons (MAURSTAD et al., 2008; SOUZA,
2019). Os curativos de alginato, nas formas de fibras dos sais de calcio e sédio ou
de hidrogéis, possuem propriedades hemostaticas, capacidade de absorver
exsudato, manter umido o leito da ferida, promover o desbridamento autolitico e,
consequentemente, a cicatrizacdo (OLIVEIRA et al., 2011).

A incorporacao de outros compostos em curativos de alginato pode auxiliar o
efeito cicatrizante. A adicdo de carvao ativo serve para filtrar o odor desagradavel,
enquanto a prata age sobre o biofilme bacteriano de feridas infectadas. A
incorporacdo de compostos naturais com acdo antibidtica, anti-inflamatéria e
cicatrizante pode auxiliar a combater infeccbes e a regeneracdo celular
(MOGOSANU & GRUMEZESCU, 2014; LIAKOS et al., 2014).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que filmes de alginato
com gel de babosa (Aloe barbadensis Mill.) favorecem a cicatrizacdo ao induzir
menor quantidade de infiltrado inflamatério, aumento da angiogénese durante a fase
proliferativa e maior producéo de fibras colageno tipo | (KOGA et al., 2018; KOGA et
al., 2020).

As plantas medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade para acelerar a
cicatrizagdo de feridas. No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos foi implantada em 2006, visando a utilizagdo de fitoterapicos no SUS.
Entretanto, apesar da diversidade da flora brasileira e do incentivo ao cultivo e uso
de plantas medicinais, apenas um medicamento fitoterapico, uma pomada com
extrato de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), foi aprovado para o
tratamento de lesbes de pele (FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014,
DINDA et al., 2015).
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O Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (2011) preconiza o
uso de infusao, tintura, gel e creme de caléndula (Calendula officinalis L.) como anti-
inflamatorio, antisséptico e cicatrizante. As flores sdo ricas em flavonoides,
responsaveis pela atividade anti-inflamatoria, e triterpenos que favorecem a
migracdo e proliferacdo celular (FRONZA et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE;
ANVISA, 2014).

Apesar da indicacdo terapéutica em lesbes cutaneas, ndo ha curativos
comerciais com extratos de caléndula. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e avaliar o efeito citotoxico de um hidrogel de alginato contendo extrato

de caléndula.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um hidrogel de alginato contendo extrato de Calendula officinalis

L. e avaliar o seu efeito citotoxico in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a melhor solucdo extratora para obtencao de extratos glicélicos de
caléndula;

Avaliar o perfil fitoquimico de extratos glicolicos de caléndula por
espectrofotometria e CLAE-DAD;

Obter e caracterizar as propriedades fisico-quimicas e a estabilidade do
hidrogel de alginato-caléndula;

Avaliar o efeito do hidrogel sobre a viabilidade celular em culturas de
fibroblastos 3T3.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 LESOES CUTANEAS

A pele é constituida por duas camadas: epiderme e derme. A epiderme,
camada mais externa, € composta por um epitélio estratificado pavimentoso,
melandcitos e queratindcitos (BREDER, 2017; SOUZA, 2019). E a principal barreira
fisica contra patégenos, irradiacdo e toxinas, e consequentemente aos farmacos
utilizados por via tépica (ALVES, 2015).

A derme, camada subsequente a epiderme, é formada por fibras colagenas e
elasticas envoltas por substancia fundamental (ALBERTS, et al.,, 2017), util no
processo de reparo de lesdes (GONCALVEZ, 1991).

Uma descontinuidade do tecido cutédneo, ocasionada por trauma fisico,
quimico ou em decorréncia de doencas como o diabetes, geram feridas ou lesdes.
As feridas sao classificadas de acordo com diferentes parametros como, por
exemplo, o tempo de reparacao tecidual. Nas feridas agudas, o reparo ocorre de
maneira natural em poucos dias, enquanto nas feridas crénicas ndo ha completa
restauragéo tecidual e funcional dentro de trés meses (BLANES, 2004; BREDER,
2017).

Outra classificacdo das feridas € baseada na gravidade com que atingem as
camadas da pele. As lesdes superficiais sdo aquelas em que apenas a epiderme é
atingida. As feridas profundas parciais atingem o tecido subcutédneo e nas lesdes
profundas totais ha destruicdo da epiderme, derme e tecido subcutédneo e podem
atingir até musculos, ossos e tenddes (BLANES, 2004; SOUZA, 2019).

3.2 A CICATRIZACAO

O processo de cicatrizacdo é complexo e inicia imediatamente apdés uma
injuria ao tecido cutaneo, abrangendo varios eventos celulares, moleculares e
bioquimicos com o objetivo da restauracdo completa do 6rgdao (VASCONCELOS,
2018).

Os principais eventos que ocorrem no processo de cicatrizagcdo podem ser
divididos didaticamente em 3 fases: inflamatoria, proliferativa ou granulacdo e
remodelagem (MENDONCA, et al., 2009).
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A primeira fase (fase inflamatoria) € caracterizada pela hemostasia, realizada
pelas plaquetas e fibrinogénio que segregam indmeros mediadores inflamatérios
quimiotaticos que através da vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
promovem a migracao de células para a ferida. A fase de proliferacdo € o momento
em que a lesdo € fechada, através dos seguintes eventos: epitelizacao,
angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de colageno. A
principal caracteristica da fase de remodelamento é a tentativa da recuperacdo da
estrutura normal, com a contracdo cicatricial, através da deposicdo ordenada de
coldgeno e a secrecdo de colagenase pelos fibroblastos e leucécitos que fazem a
lise da matriz antiga (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; MENDONCA, et al., 2009;
VASCONCELOS, 2018).

Os fibroblastos sdo células fusiformes alongadas que estdo presentes no
tecido conjuntivo e desempenham papel importante durante o processo de
cicatrizacdo. Sdo as células que sintetizam as fibras colagenas, reticulares e
elasticas e a substancia fundamental que ira compor a matriz extracelular (MEC). A
MEC, por sua vez, auxilia no controle da proliferacdo, diferenciacdo, migracéo e da
funcdo celular. Portanto, quando ocorre um ferimento, os fibroblastos sdo atraidos
ao local e desempenham suas funcbes sobre a MEC auxiliando na cicatrizacao
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ALBERTS, et al., 2017).

A resolucdo de uma ferida s6 € considerada completa apds a maturacdo da
matriz extracelular que pode levar anos. Mesmo apdés a conclusao da cicatrizacao, a
cicatriz possui apenas 70% da resisténcia da pele normal; portanto, o tecido lesado
nunca é totalmente recuperado (NELIGAN; GURTNER, 2015).

3.3 APLICACAO E TIPOS DE CURATIVOS

O principal problema das lesGes cutaneas sao as feridas crbnicas, de
cicatrizagdo tardia e tratamento prolongado. O processo de cicatrizagdo é variavel e
depende de fatores inerentes ao estado de saude do paciente; portanto, a fase da
cicatrizacdo e a presenca de infec¢cdo, sdo aspectos que devem ser levados em
consideracdo na escolha de um curativo, assim como 0 seu custo-beneficio
(FRANCO; GONCALVES, 2008; GYLES et al., 2020).

Ha evidéncias de que as feridas ocluidas com curativos tém a reepitelizacédo

mais rapida do que aquelas que ficam expostas ao ar (OLIVEIRA et al.,, 2011;
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BENTOS, 2018). No entanto, algumas caracteristicas sdo importantes para um
curativo, como absorver o0 exsudato de maneira a n&do ressecar a leséo,
compatibilidade com tecidos biologicos e auséncia de toxicidade (ZHANG; ZHAO,
2020).

Os materiais oclusivos como gaze, algodao e bandagens que nao estimulam
0 processo de cicatrizagdo sdo utilizados com medicamentos tépicos, como a
pomada de sulfadiazina de prata e a colagenase que contribuem para evitar o
ressecamento da ferida e a invasdo microbiana (YUDANOVA; RESHETOV, 2006).

Os curativos de tecidos estdo sendo substituidos por outros confeccionados
com polimeros naturais. O alginato, extraido de algas marinhas, apresenta
semelhanca quimica e biolégica com os tecidos do corpo humano, uma vez que este
biopolimero ao entrar em contato com o exsudato adquirem consisténcia gelatinosa,
tornando-se semelhante a matriz extracelular. Por isso, os biopolimeros sé&o
materiais Uteis para confeccdo de curativos, mantendo o local umido e propicio a
cicatrizacdo (MULDER et al., 1985; KIM et al., 2008; BOATENG et al., 2008).

Atualmente no mercado farmacéutico sdo encontrados diversos hidrogéis de
alginato para o tratamento de lesdes cutaneas como Dersani®, Curatec®, Algiderm®,
PhytaCare®, Restore® e SeaSorb®. O alginato é o principal ativo encontrado nesses
produtos, porém alguns possuem em sua COmpOSiCao outros compostos ativos.
Dersani, por exemplo, contém vitamina A e E e &cidos graxos; em contrapartida
Curatec é composto apenas por alginato de sodio e calcio.

Os curativos especiais compostos de biomateriais geralmente possuem um
custo elevado, o que limita 0 acesso ao paciente e torna o tratamento mais oneroso

para o sistema de saude.

3.4 ALGINATO E HIDROGEIS

O alginato é um polimero hidrofilico aniénico (BREDER, 2017) obtido
principalmente de algas marinhas marrons e também de bactérias Azobacter
vinelandii e outras do género Pseudomonas (MAURSTAD et al., 2008).

A estrutura quimica do alginato € formada por co-polimeros lineares
organizados em blocos de &cido b-manurénico (bloco M) e acido L-gulurdnico (bloco

G) (Figura 1). A principal diferenca entre os blocos é resultante da conformacgéo,
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uma vez que G se dobra e M mantém-se como uma fita estendida (AMSDEN;
TURNER, 1999; GEORGE; ABRAHAM, 2006; SILVA, 2013).

Figura 1: Estrutura quimica do alginato com os blocos de (a) acido D-manurdnico (bloco M), (b) acido
L-gulurdnico (bloco G) e (c) juncéo dos blocos M e G no polimero.
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Fonte: CRUZ et al., 2008.

A estrutura linear e alta massa molar do alginato permite a obtencao de filmes
no estado solido que sdo capazes de formar hidrogéis com grande capacidade de
retencdo de agua (SOUZA, 2019).

O alginato é biocompativel, atéxico e possui emprego em diversas areas,
como na industria de alimentos e bebidas; na industria farmacéutica no revestimento
de capsulas em sistemas de liberacdo prolongada de farmacos e na fabricacédo de
curativos de feridas cutdneas (ERTESVAG; VALLA, 1998; SILVA, 2013).

Devido as caracteristicas hidrofilicas e a capacidade de absorver umidade, o
alginato é utilizado na fabricagdo de curativos. Tem a capacidade de absorver o
exsudato e favorece o desbridamento autolitico. A manutencdo da umidade no leito
da ferida proporciona um ambiente adequado a cicatrizagcdo, favorecendo uma
rapida granulacdo e reepitelizacdo da ferida (SOUZA, 2019; GYLES et al., 2020;
MILIAN, 2020).
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Além de absorver o exsudato formando uma camada gelatinosa na superficie
da lesdo, os curativos de alginato aderem a ferida e permitem a remogédo sem
ocasionar lesdes secundarias no tecido cicatricial. Porém, € importante que o
hidrogel de alginato ndo desidrate completamente a ferida, pois quando fica
completamente seco pode aderir ao leito da leséo e ocasionar danos no momento
da remocéo (ZHANG; ZHAO, 2020).

O alginato € capaz de ativar macrofagos e estimular mondcitos a produzir
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) para acelerar a
cicatrizacdo de feridas crénicas (ABASALIZADEH et al., 2020; ZHANG; ZHAO,
2020).

As células mononucleares sdo as primeiras a responder durante 0 processo
de cicatrizacdo, e os hidrogéis de alginato podem mimetizar o microambiente nativo
das células, sendo utilizados como matrizes celulares sintéticas. No entanto, suas
propriedades fisico-quimicas sdo dependentes do tipo de estrutura, peso molecular
e composicdo do alginato. Por isso, os hidrogéis necessitam de reforco, como
suportes fibrosos que podem ser obtidos através de reticulacdo fisica ou quimica.
Para obtencdo de hidrogéis resistentes e rigidos, pode ser feito o aumento da
concentracdo do polimero, mas a reticulagdo é uma estratégia mais eficiente
(NEVES et al., 2020; ZHANG; ZHAO, 2020).

Os hidrogéis de alginato podem conter em sua composicao
carboximetilcelulose, glicerol e propilenoglicol (MORE et al., 2007). Sao indicados
para o tratamento de feridas secas ou com pouco exsudato, pois em feridas com
muito exsudato o excesso de umidade pode acarretar em maceracao tecidual ao
redor da ferida (SACKHEIM et al., 2006).

Estudos que avaliaram a aplicacdo de hidrogel de alginato de calcio como
curativo evidenciaram fécil espalhabilidade e remocdo, sem adesdo a leséo,
evitando trauma ao tecido em formacgéo e dor no momento da retirada. Além disso, o
calcio presente permite a hemostasia local e participa da cascata de coagulagéo
(BREDER, 2017; KOGA et al., 2018).
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3.5 CALENDULA

3.5.1 Botanica

Calendula officinalis (Figura 2), popularmente chamada de caléndula, mal-me-
quer e marigold (nome em inglés), pertence a familia Asteraceae. Originaria dos
paises europeus, posteriormente foi cultivada comercialmente na América do Norte
e atualmente é cultivada em toda a zona temperada do mundo para uso medicinal e
ornamental (MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).

Figura 2: Flores da espécie Calendula officinalis.

Fonte: Anvisa, 2014

E uma planta anual, raramente bianual, com 30 a 60 cm de altura, folhas
espatuladas na base e oblongas e mucronadas acima. O caule é angular, felpudo e
sélido e as flores sédo amarelo brilhante a laranja. A cabeca da flor € composta por
epicédlice de numerosas sépalas lanceoladas e corola oblonga, espatulada,
tridentada no topo (MEHTA et al., 2012; ARORA; RANI; SHARMA, 2013).

As flores apresentam odor caracteristico e aromatico. Seu sabor é levemente
amargo (ARORA; RANI; SHARMA, 2013). Ao exame microscopico, apresenta
células da epiderme interna e externa alongadas, retangulares, com paredes retas a
ligeiramente sinuosas, cuticula estriada na flor radial. Na epiderme interna os
estdmatos sédo ausentes, enquanto estdmatos anomociticos ocorrem na epiderme

exterior. Os tricomas glandulares unisseriados ou bisseriados sdo humerosos abaixo
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do ponto de insercdo dos estames. Os graos de pdlen sdo esféricos, com
numerosas espinhas curtas (ARORA; RANI; SHARMA, 2013; MINISTERIO DA
SAUDE; ANVISA, 2014).

Os ligulados e as flores compostas de caléndula sdo os materiais de interesse
terapéutico. A espécie Tagetes erecta L. é facilmente confundida com a Calendula
officinalis L. por pertencerem a mesma familia e também ser chamada em alguns
paises de “marigold”. Por isso, a identificacdo dos compostos bioativos através de
técnicas como a espectrofotometria UV-visivel e o fingerprint cromatografico auxiliam
na caracterizacdo mais exata da droga vegetal, evitando equivocos e adulteracédo
(MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).

3.5.2 Composicao fitoquimica

Os constituintes fitoquimicos da caléndula variam de acordo com o processo
de extracdo e o solvente, porém os principais metabdlitos secundarios sao as
saponinas triterpénicas (acido oleandlico), compostos fendlicos como os &cidos
fendlicos e flavonoides (3-O-glicosideos de isoramnetina e quercetina), incluindo
astragalina, hiperosideo, isoquercitrina e rutina. Outros constituintes sdo os 6leos
essenciais, acidos graxos, sesquiterpenos e triterpenos (MEHTA et al., 2012;
MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).

A andlise de extrato das flores de caléndula por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) revelou a presencga de carotendides (licopeno, luteina, B-caroteno,
neoxantina, violaxantina e anteraxantina). Os carotendides estéo relacionados com a
coloracdo amarelo-alaranjada das pétalas de caléndula. Ainda, observou-se que as
flores alaranjadas apresentam mais bandas cromatograficas de carotendides
quando comparados com as flores amareladas, mais exatamente 19 e 9
carotenoides, respectivamente (KISHIMOTO et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE;
ANVISA, 2014).

Os triterpendides (Figura 3), principalmente os ésteres palmitato de faradiol,
miristato de faradiol e laurato de faradiol, apresentam acéo em inflamacdes da pele
e mucosas e na cicatrizagéo de feridas (MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).
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Figura 3: Estrutura dos monoésteres do faradiol, onde, R = lauril, miristil ou palmitil.

Fonte: Anvisa, 2014.

Os flavonoides da caléndula também sdo amplamente estudados devido suas
propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, anticarcinogénica, antiviral e
moduladora do sistema imune. Os principais flavonoides sé&o a quercetina e a rutina
(Figura 4) (BEHLING, 2004).

Figura 4: Estrutura dos flavonoides quercetina e rutina.
OH OH
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Fonte: ARAUJO, 2016.

O Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011)
preconiza o uso de infusdo aquosa, tintura, extrato fluido e extrato com 6leo fixo das
flores da caléndula no preparo das formulacdes dermatologicas. A descricao de
extratos glicélicos, geralmente utilizados em formulagées cosméticas, € limitada e
indica a presenca de flavonoides glicosilados e terpenoides, carotenoides polares,
acidos fendlicos, taninos, aminoéacidos e polissacarideos (ANDERSEN et al., 2010).

Dentre os poucos extratos glicolicos descritos, encontra-se a composi¢cao do
Phytexcell, um extrato obtido com glicerina, butilenoglicol e agua patenteado pelo
Grupo Croda, que possui isoramnetina-3-glicosideo, acido clorogénico, narcissina,
rutina e quercetina (ANDERSEN et al., 2010).
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3.5.3 Atividade farmacoldgica

As aplicacbes farmacoldgicas da caléndula sdo descritas desde a idade
meédia, cujas flores eram utilizadas para obstru¢cdes hepaticas e fortalecer o coracéao.
No século XVIII, era utilizada como remédio para dor de cabeca, ictericia e
vermelhiddo nos olhos e, durante a guerra civil americana, no tratamento de feridas,
sarampo, variola e ictericia (ARORA; RANI; SHARMA, 2013).

Dentre as diversas espécies de caléndula, a Calendula officinalis L. é a Unica
amplamente utilizada com finalidade terapéutica. E de uso popular e esta descrita
em monografias da Organizacdo Mundial de Saude para o tratamento de afeccbes
de pele, inflamagdes, feridas e queimaduras. No Brasil, 0 uso como cicatrizante e
anti-inflamatério estd regulamentado pela RE n° 89 de 16 de marco de 2004 da
ANVISA (ARORA; RANI; SHARMA, 2013; MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).

As preparagbes com caléndula s&o utilizadas para cortes superficiais,
erupcbes cutaneas, inflamacdes de pele e mucosas, eritemas, gengivite e artrite.
Outros usos descritos popularmente mas ndo fundamentados por estudos clinicos,
incluem o tratamento da amenorreia, angina, gastrite, hipotensédo, ictericia,
reumatismo e vOmitos. Sdo ainda relatados usos como antiespasmadicos,
diaforéticos, anti-hemorragico e emenagogo. Alguns estudos enfatizam a caléndula
como antimicrobiano, antiviral e potencialmente efeitos antitumorais (MEHTA et al.,
2012; MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA, 2014).

O 6leo essencial de caléndula é utilizado como calmante do sistema nervoso
central, bem como a tintura-mde da planta € empregada na homeopatia para
tratamento da tensdo mental e insénia, devido ao seu potencial sedativo (ARORA,;
RANI; SHARMA, 2013).

3.5.4 Efeito cicatrizante e citotdxico

Vérios estudos in vitro, pré-clinicos in vivo e ensaios clinicos em humanos
foram realizados com o intuito de avaliar o efeito da caléndula na cicatrizagéo de
feridas.

Através de estudos de citotoxicidade in vitro realizados por Okuma (2013)
conclui-se que emulsdes com gel a base de 6leo de caléndula possuem baixa

citotoxicidade. Fronza et al. (2009) sugeriram que a partir do estudo in vitro com
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células de fibroblastos murinos 3T3 que monoésteres de triterpenos, miristato e
palmitato de faradiol estimulam a migracdo e a proliferacdo celular e poderiam
influenciar positivamente a cicatrizacao.

O extrato etandlico de caléndula foi avaliado por via tépica para tratamento de
feridas agudas em animais (ratos ou camundongos). As soluc¢des topicas foram
comparadas com a administrado solucéo salina (grupo placebo), agua, base de gel
creme, pomada de iodopovidona. Em todos os estudos, o extrato de caléndula foi
associado a uma melhor cicatrizacdo, aumento da angiogénese e colageno mais
denso no tecido de granulagdo. Observou-se ainda a diminuicdo de células
inflamatérias como macroéfagos, plasmocitos e linfocitos. As avaliacdes
macroscopicas demonstraram a reducao da area de superficie da ferida (PREETHI
et al., 2009; PARENTE et al., 2011; PARENTE et al., 2012; SHAFEIE et al., 2015;
DINDA et al., 2016).

A aplicacdo topica de extrato hidroglicélico e etandlico de caléndula foi
avaliada por Buzzi et al. (2016) e Duran et al. (2005), respectivamente, em Ulceras
cronicas causadas por insuficiéncia venosa. Os grupos controles receberam
antibiéticos topicos e solucdo salina. Os autores do primeiro estudo observaram
melhor epitelizacdo e reducdo do tamanho da ferida em um menor periodo de
tempo. Enquanto Duran et al. (2005) relataram reducéo significativa do tamanho da
ferida com o tratamento com caléndula comparado ao controle, demonstrando os
beneficios do tratamento com extrato de caléndula em pacientes com Ulceras
cronicas.

Os estudos dos efeitos da caléndula em ensaios animais fornecem evidéncias
da melhora da fase inflamatéria e aumento do tecido de granulacéo, atribuidos as
propriedades anti-inflamatoérias e também pela ativacdo da migracéo de fibroblastos,

conforme observado em estudos in vitro (GIVOL et al., 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Obteng&o do material vegetal

O material botéanico (flores secas de Calendula officinalis L.) foi adquirido no

comeércio local, em embalagens de 30 g, da marca Chamel Produtos Naturais.

4.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi caracterizado conforme preconizado na Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2019). As pétalas foram separadas dos capitulos florais,
cortadas e imersas em solugdo de hipoclorito de sédio (2%) para diafanizagdo. Na
sequéncia, os fragmentos foram corados com safranina (10 mg/mL) em etanol 95%
diluidos em agua destilada na proporcéo 1:1. As laminas com os cortes histolégicos
foram analisadas para a identificacdo de estruturas anatomicas utilizando
microscoépio optico Olympus CX 31, acoplado a camera Olympus modelo C-7070. As
fotos foram registradas com aumento de 400 x.

As faces abaxial e adaxial das pétalas foram avaliadas por um microscopio
eletrbnico de varredura com canhdo de emissdao por campo (MEV-FEG), marca
Tescan, modelo Vega 3. A andlise foi do tipo EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy), sob tensao de 15 kV e corrente de 102 mA.

4.2.1 Perda por dessecacéao

As flores secas de caléndula foram trituradas em liquidificador até um po fino,
conforme recomendado na monografia da espécie Calendula officinalis L.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O frasco pesa-filtro foi previamente limpo com
alcool 70% e seco em estufa a 105 °C por aproximadamente 15 a 20 minutos, e
pesado apos resfriar em temperatura ambiente. Em seguida, foram pesados 2 g da
amostra e transferidos para o pesa-filtro que foi colocado para secagem a 105 °C,

até peso constante. As amostras foram transferidas para um dessecador e, apos
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resfriamento, novamente pesadas. A porcentagem de perda por dessecacéao (PD) foi
calculada pela equacéo:
_ Pu — Ps

PD
Pa

x 100
Onde:

PD = perda por dessecacao
Pa = peso da amostra
Pu = peso antes da dessecacao

Ps = peso apés a dessecacéao
4.2.2 Doseamento de flavonoides totais nas flores de caléndula

O doseamento foi realizado pelo método colorimétrico por complexacdo com
cloreto de aluminio, descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019) utilizando
um espectrofotdmetro Genesys 10S.

Os procedimentos de preparo das solucdes (estoque, amostra e branco)
foram realizados conforme recomendado na monografia da caléndula. A solugéo
estoque foi obtida com o tratamento de 0,4 g da droga pulverizada e transferida para
baldo de fundo redondo de 100 mL. Acrescentou-se 1 mL de solucdo aquosa de
metenamina 0,5% (m/v), 20 mL de acetona e 2 mL de acido cloridrico. A mistura foi
colocada em aquecimento sob refluxo por 30 minutos. A solucdo foi resfriada e
filtrada através de algodao para um baldo volumétrico de 100 mL. Ao residuo da
droga e o algodéo utilizado na filtracdo foram acrescidos com 20 mL de acetona e
levados novamente ao banho-maria sob refluxo por 10 minutos. Esse procedimento
foi repetido por mais uma vez.

Os filtrados foram reunidos em um Unico baldo volumétrico de 100 mL e o
volume completado com acetona. Em funil de separagéao foram adicionados 20 mL
dessa solucdo, 20 mL de agua e 15 mL de acetato de etila. A extracdo foi repetida
outras 2 vezes com 10 mL de acetato de etila. A fase de acetato de etila foi
reservada em cada passo para retornar ao funil, ao qual foi adicionado 50 mL de
agua para lava-la por duas vezes. Em seguida a fase de acetato de etila foi
transferida para baldo volumétrico de 50 mL, completada com acetato de etila e

homogeneizada.
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A solucdo amostra foi preparada com 10 mL da solucdo estoque, 1 mL de
solucéo de cloreto de aluminio 2% (m/v) e completado volume para 25 mL com
solucéo de acido acético glacial a 5% (v/v) em alcool metilico.

A solucéo branco foi preparada em baldo volumétrico de 25 mL com 10 mL de
solucdo estoque e volume correspondente para completar o baldo de acido acético
glacial 5% em alcool metilico.

Ap6s 30 minutos, as absorbancias foram lidas em 425 nm, utilizando-se a
solucdo branco para zerar o equipamento. Os resultados foram expressos em
percentual de flavonoides totais, calculados como hiperosideo (C,1H20012), de
acordo com a férmula:

_ AX625

TFT = m x 500
Onde:

TFT = teor de flavonoides totais expressos em hiperosideo %

A = absorbancia medida para solu¢do amostra

625 = fator de diluicéo

m = massa em g da planta, considerando a Perda por Dessecacao (PD)

500 = coeficiente de absorcéo especifica do hiperosideo
4.3 EXTRATOS DE Calendula Officinalis L.
4.3.1 Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados por maceracao utilizando de pétalas secas
inteiras e trituradas (200-500 micras) com glicerina, propilenoglicol ou misturas
desses solventes com agua (10-50% (v/v)). As pétalas das flores de caléndula foram
mantidas em contato com o solvente extrator por 14 dias a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Apos esse periodo, foi realizada a filtragcdo a vacuo e os extratos

obtidos armazenados em frasco ambar.
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4.3.2 Caracterizacao qualitativa por espectrofotometria UV-visivel

Aliguotas dos extratos glicélicos foram coletadas apds 14 dias de maceracao
e diluidas (1:1000) em agua deionizada para analisadas por espectrofotometria de

varredura na faixa de 200 a 500 nm, utilizando um espectrofotdbmetro Genesys 10S.

4.3.3 Doseamento de flavonoides nos extratos glicélicos

O doseamento foi realizado pelo método espectrofotométrico por
complexacdo com cloreto de aluminio descrito por Bortolo, Marques e Pacheco
(2009), com algumas alteractes. O ensaio foi realizado em triplicata para cada um
dos extratos com 1 mL de extrato, 0,5 mL de solucdo de cloreto de aluminio 2%
(m/v) e o volume completo para 10 mL em baldo volumétrico com acido acético 5%
(v/v) em é&lcool metilico.

A solucdo branco foi preparada para cada extrato com 1 mL de extrato e
volume completo para 10 mL com a solucdo metandlica de acido acético. Aguardou-
se 30 minutos com as solucdes protegidas da luz antes das leituras das
absorbéancias em 425 nm. O teor de flavonoides foi obtido pela equacgédo de
regressdo de uma curva de calibracdo obtida com quercetina na faixa de

concentracdo de 2,5 a 20 mg/mL.

4.3.4 Fingerprint cromatogréafico de extrato glicélico de caléndula

No método CLAE-DAD, os extratos foram diluidos com &gua deionizada
(1:10) e as solucbes obtidas foram filtradas através de membranas de nylon de 0,45
pm. Aliquotas de 10 pL das solugdes foram injetadas no sistema cromatografico
Nexera-i MT Shimadzu, equipado com uma coluna Synergi™ Polar-RP 4 um, 80 A,
250 x 4,6 mm. As fases moveis (agua (A) e metanol (B) acidificados com 0,01% de
acido formico), foram utilizadas em modo gradiente (0-3 min, 30-50 % B; 3-19 min,
50-50 %B; 19-20 min, 30-30%B) com fluxo de 0,8 mL/min. Os cromatogramas foram
registrados com detector de arranjo de diodos em varredura de 190-800 nm. Foram

registrados cromatogramas em comprimentos de onda de 255 nm e 355 nm.
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4.4 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO DOS HIDROGEIS

Na fase de desenvolvimento do produto, avaliou-se a influéncia dos
componentes da formulacdo sobre a viscosidade do produto. Foram avaliadas as
concentracdes da solucao de alginato de sddio, a proporcéo de extrato de caléndula
e a proporcéo de carboximetilcelulose (CMC).

Foram utilizadas solu¢cbes de alginato 1 a 3%, extrato glicélico de caléndula
(2,5 a 20%) e CMC (1,0 a 2%). A imidazolidinilureia (0,2%) e o benzoato de soédio
(0,1%) foram utilizados como conservantes das formulagbes. A viscosidade da
formulag&o de alginato com adicdo de CMC, bem como a viscosidade da formulagéo
com extrato de caléndula em propilenoglicol e glicerina foram avaliadas em

viscosimetro Brookfield, spindle 4 a 6 rpm.

4.5 ANALISES DE ESTABILIDADE DOS HIDROGEIS

Os estudos de estabilidade foram realizados conforme preconizado pelo Guia
de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (2004). O produto foi avaliado
visualmente quanto as propriedades organolépticas, e analisados pH, viscosidade,
espalhabilidade e densidade relativa nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 180 dias. As
amostras foram envasadas em bisnagas de aluminio e permaneceram sob
diferentes condicbes de temperatura de armazenamento, sendo: 4 = 1 °C
(refrigerador), temperatura ambiente (19,5 °C, temperatura média ambiente durante
o periodo de realizacdo do estudo na cidade de Ponta Grossa/PR (valores de
Weather Spark) e 40 £ 2 °C (estufa).

4.5.1 Centrifugacéo

O ensaio de centrifugacdo foi realizado durante o desenvolvimento da
formulacdo. Foram utilizados 10 g de amostra em tubos Falcon e centrifugado a
3000 rpm por 30 minutos. Em seguida, observou-se eventual separacdo de fases
como indicativo de estabilidade.
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4.5.2 pH

O pH do hidrogel foi medido pelo método potenciométrico utilizando um
pHmetro digital Digimed DMPH-2 com um eletrodo de vidro combinado Ag-AgCl,
previamente calibrado com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 em temperatura ambiente.
As medidas foram realizadas em triplicata com amostras diluidas a 10 % (m/v) com

agua destilada.
4.5.3 Viscosidade

A viscosidade foi avaliada com as amostras armazenadas nas diferentes
condicBes de temperatura e tempos estabelecidos, conforme descrito anteriormente.
As amostras foram analisadas apds atingirem a temperatura ambiente
imediatamente antes do ensaio utilizando um viscosimetro de Brookfield, Quimis
Q860M21, com spindle numero 4, rotacdo de 6 rpm. Os resultados foram obtidos em

triplicata e expressos em Pascal-segundo (Pa.s).
4.5.4 Espalhabilidade

A espalhabilidade do hidrogel foi avaliada de acordo com o método descrito
por Knorst (1991), com adaptacfes. As analises foram realizadas utilizando laminas
de vidro colocadas sobre a amostra posicionada sobre um papel milimetrado. O
papel milimetrado foi tracejado marcando as linhas laterais da lamina de vidro e
duas linhas diagonais, cruzadas no ponto central da lamina. Cerca de 50 mg de
amostra foi colocadas na lamina de vidro na area de intersecdo das diagonais do
papel milimetrado. Em seguida, outra lamina de vidro com peso previamente
definido foi suavemente posicionada sobre a primeira lamina com a amostra.
Decorridos 1 minuto, anotou-se o diametro do circulo formado pelo espalhamento da
amostra. O mesmo procedimento foi repetido por mais duas vezes, com intervalos
de 1 minuto, determinando-se o diametro médio.

O ensaio foi realizado em triplicata e a espalhabilidade calculada em funcao
do peso aplicado, conforme a equacgao:

(d? x )

Ei =
' 4
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Onde,
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i em mm?;

d = diametro médio (mm).

4.6 ANALISE TERMICA DOS HIDROGEIS

A analise termogravimétrica (TG) foi realizada em equipamento STA 409 EP
(NETZSCH), em atmosfera inerte com géas nitrogénio (N,) para purgar o sistema em
uma vazao de 100 mL/min. A taxa de aquecimento foi de 10 °C/min com variagéo de
20 a 600 °C. Foram realizadas as analises termogravimétricas com 107,9 mg da
amostra de hidrogel controle (sem adicdo de extrato), 144,9 mg de hidrogel com
extrato de caléndula e 51,7 mg de O6xido de aluminio (Al,O3) como material

referéncia termicamente inerte para avaliar a estabilidade térmica da formulacao.

4.7 ANALISE REOLOGICA DOS HIDROGEIS

As andlises oscilatérias das formulacdes foram feitas utilizando um redmetro
DRH-2 (TA Instruments). A geometria selecionada foi a cone-placa com as
configuragcdes de 40 mm de diametro, angulo de inclinacdo do cone de 2° e gap de
1000 pm. Os procedimentos foram conduzidos com o software TRIOS®. A variacdo
de temperatura foi avaliada na faixa de 5 a 45°C com aquecimento de 10 °C/min,
conduzidos a uma taxa de stress-tensdo constante de 1 % e varredura de frequéncia
de 0,1 a 100 Hz. Foram registrados os valores do modulo elastico ou de
armazenamento (G’ em Pa), viscoso ou de perda (G” em Pa) e viscosidade dindmica
(N’ em Pa.s).

4.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO
4.8.1 Cultivo e linhagem celular

Foram utilizadas células de fibroblasto murino (linhagem 3T3). As culturas
celulares foram mantidas por expansao continua em meio DMEM (Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium- Gibco) low glucose, suplementado com 10% de soro fetal

bovino (SFB), acrescido de antibiético (100 pL/mL de penicilina; 100 pg/L de
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estreptomicina); contendo 2,5 g/L do agente tamponante HEPES e 3,7 g/L de
bicarbonato de sddio (NaHCO3). As células foram mantidas em estufa incubadora a

37 °C, com 5% de CO,, sendo realizados repiques 3 vezes por semana.

4.8.2 Ensaio de viabilidade celular pelo teste colorimétrico do metiltetrazolio (MTT)

Em placas de 96 pocos (KASVI), foram semeadas 1 x 10* células/poco que
foram mantidas em estufa a 37° C e 5% de CO, por 24 horas. Em seguida o meio de
cultivo dos pogos foi cuidadosamente retirado e substituido pela diluicio dos
tratamentos extrato glicolico de caléndula (propilenoglicol-H,O (9:1)) e hidrogel
alginato-caléndula no meio de cultura DMEM low glucose, suplementado com 10%
de SFB, acrescido de antibiotico (100 pL/mL de penicilina; 100 pg/L de
estreptomicina); contendo 2,5 g/L do agente tamponante HEPES e 3,7 g/L de
bicarbonato de sddio em diferentes diluicbes (1:40; 1:80; 1:160; 1:320 e 1:640). Os
tratamentos foram mantidos por um periodo de 24 e 48 horas, mantendo-se 4 pocos
com o meio de cultivo sem tratamento como controle celular e para retirar a
interferéncia de absorbancia do préprio composto. A solucdo de tratamento com a
maior concentracdo foi adicionada aos pocos que ndo possuiam células, sendo
denominada como branco.

Decorridos os tempos de tratamento, as células foram avaliadas com uso de
microscopio invertido para analise da morfologia celular. Em seguida, os meios dos
pocos foram cuidadosamente retirados e descartados, sendo substituidos por 50 ul
de MTT (0,5 mg/mL diluido em PBS). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C
e 5% de CO; por 2 horas e os cristais de formazan (precipitados de cor arroxeada
formados por células viaveis), resultantes da reacdo de MTT, foram solubilizados
com 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO).

As leituras das absorbancias em 570 nm foram realizadas em
espectrofotometro UV/Vis de microplacas (Biotek EIx 800). Para a realizacdo da
analise estatistica foram realizados dois experimentos independentes com quatro
replicatas por experimento, dos quais foram obtidas as médias e determinada a
viabilidade celular. Os valores de absorbancia foram convertidos em percentual (%)

de viabilidade celular através da equacao:

Abst — Abs b
Abs A cn — Abs b

% Viabilidade = ( ) % 100
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Sendo que: Abs t = absorbancia do po¢go com amostra;

Abs b = absorbancia do branco;

Abs A cn= absorbancia média controle negativo.

4.8.3 Avaliacdo da viabilidade celular por coloracdo de proteinas (Sulforodamina B
(SRB))

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a 1x10* células/poco.
Apoés 24h do plagueamento, 0 meio de cada poco foi removido e substituido por
diferentes diluicdes (1:40; 1:80; 1:160; 1:320 e 1:640) do extrato glicélico de
caléndula propilenoglicol-H,O (9:1) e hidrogel alginato-caléndula em meio de cultivo
DMEM low glucose, suplementado com 10% de SFB, acrescido de antibiético (100
puL/mL de penicilina; 100 pg/L de estreptomicina); contendo 2,5 g/L do agente
tamponante HEPES e 3,7 g/L de bicarbonato de sédio.

Apés o periodo de tratamento (24 e 48h) as placas de 96 pocos foram
vertidas, para remover seu conteludo e lavadas uma vez com PBS. Foram
adicionados 100 pL de acido tricloroacético 10% (TCA) gelado para fixar as células,
e a placa foi mantida por 30 minutos em refrigerador. Em seguida, removeu-se o
contelido da placa e esta foi lavada com 200 uL de agua destilada por cinco vezes.

A placa foi entdo mantida em local seco, virada para baixo, em temperatura
ambiente por 24 horas. Na sequéncia, foram adicionados 40 pL da solucdo de SRB
0,2% (0,02 g em 10 mL de acido acético 1%) em cada poco da placa e esta foi
mantida em temperatura ambiente por 30 minutos.

O corante SRB foi removido e cada poco foi lavado por cinco vezes com 200
uL de acido acético 1%. ApOs secagem em temperatura ambiente, foi adicionado
100 pL de TrisBase 10 mM e homogeneizados, adquirindo coloragéo rosa. A leitura
das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro UV/Vis a 432 nm e 620 nm
(excitacdo e emissao, respectivamente). Os valores das absorbancias obtidos foram
subtraidos (432 nm - 620 nm) e expressos em viabilidade celular de acordo com a

equacgao apresentada no item 4.7.2.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas analises de estabilidade foram tabulados e os graficos
plotados através dos calculos de média e desvio padrdo no Excel. Os resultados
obtidos dos ensaios in vitro foram analisados pelo programa GraphPad Prism
(versdo 7.00) e expressos como média + desvio padrdo, com nivel de significancia
de 5% (p < 0,05). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)

para comparacao entre grupos, seguido do pos-teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIAL VEGETAL

5.1.1 Caracterizacdo da espécie

Os cortes histologicos das pétalas da caléndula foram observados em
microscopia Optica e em microscopia eletrénica (MEV) (Figura 5) através das quais
foi possivel identificar as estruturas microscépicas caracteristicas da espécie.

A face adaxial apresenta células da epiderme alongadas, retangulares, com
paredes retas a levemente sinuosas e auséncia de estdmatos. Na face abaxial foram
observadas células semelhantes a da face adaxial, a presenca de estdbmatos
anomociticos, tricomas glandulares multicelulares, com cabeca ovalada e bisseriada

e na antera observou-se graos de poélen esféricos com espinhas curtas.

Figura 5: Imagens de microscopia Optica (400x) e microscopia eletrénica de cortes histoldgicos de
pétalas de caléndula.

Fonte: A autora. Microscopia éptica: (A) células da epiderme da face adaxial. (B) estdmatos da face
abaxial. (C) tricomas glandulares. MEV: (D) células da epiderme da face adaxial. (E) estdbmatos da
face abaxial. (F) pélen da face abaxial.

As estruturas encontradas nas pétalas das flores analisadas por microscopia
Optica e eletrbnica confirmaram os marcadores botanicos descritos na monografia da
espécie Calendula officinalis L. (BRASIL, 2014) e Farmacopeia Brasileira 62 edicdo
(ANVISA, 2019).
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De acordo com as monografias, as flores da caléndula sdo as partes de
interesse farmacoldgico. A verificacdo da autenticidade do material vegetal, através
dos marcadores microscépicos é de suma importancia para o desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos, uma vez que existem algumas espécies vegetais com
flores compostas similares que podem ser utilizadas como adulterante da droga

vegetal comercializada como caléndula (SOUZA et al., 2010).

5.1.2 Perda por dessecacéo

O método gravimétrico em estufa tem a finalidade de determinar a quantidade
de agua e substancias volateis presentes na matéria-prima vegetal. O valor obtido
consiste na diferenca de massa antes e apds a secagem do material vegetal em
estufa a 105 °C.

A andlise faz parte do controle de qualidade de matérias-primas vegetais,
uma vez que o excesso de agua possibilita a acdo de enzimas e favorece o
desenvolvimento de fungos e bactérias (BORGES et al., 2005). A perda por
dessecacao obtida no ensaio com a caléndula foi de 9,35%. O valor maximo descrito
na Monografia da espécie Calendula officinalis L. (BRASIL, 2014) é de 10%.

Portanto, o valor obtido esta dentro dos valores preconizados.

5.1.3 Doseamento de flavonoides totais nas flores de caléndula

O teor de flavonoides totais no ensaio com as flores secas e trituradas de
caléndula foi de 0,76%, expressos em hiperosideo (C,;H20012). A monografia da
Farmacopeia Brasileira descreve que as flores ndo devem conter menos que 0,40%
de flavonoides totais. Portanto, o valor obtido estd em conformidade com o
preconizado.

Os flavonoides sao produtos do metabolismo vegetal que desempenham
diversas fungdes como regulacdo do desenvolvimento da planta, pigmentacdo e
protecdo contra radiacéo ultravioleta e, ainda, na defesa e sinalizacéo entre plantas
e microrganismos (MATHESIUS, 2018).

Na caléndula, os flavonoides séo utilizados como marcadores de referéncia
da atividade farmacoldgica. Os fatores como cultivo, colheita, secagem e

armazenamento podem interferir na dosagem dessa classe de compostos ativos.
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Assim, devido a importancia farmacolégica, é imprescindivel conhecer o teor de
flavonoides para garantir a qualidade do material vegetal (GOMES et al., 2018).

As condicdes ideais de cultivo comercial de caléndula sugerem gque 0 manejo
deve ser com irrigacdo regular e monitoramento do desenvolvimento foliar e do
espessamento do caule. Além disso, o tempo para a colheita influencia a
produtividade, a qualidade e, consequentemente, o teor de flavonoides nos capitulos
florais (HONORIO et al., 2016).

5.2 ANALISE QUALITATIVA DOS EXTRATOS POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-
VISIVEL

Em geral, extratos de plantas medicinais podem ser preparados por infusao,
percolacdo e maceracdo com diferentes solventes. O etanol e o metanol sdo os mais
usados para a extracdo de polifendis de matérias-primas vegetais (STALIKAS,
2007). Os extratos glicolicos sdo preparados com glicerol ou propilenoglicol e séo
comumente usados em formulacbes cosméticas. As composicOes destes extratos
bem como as propriedades farmacolégicas sdo escassas na literatura.

A glicerina e o propilenoglicol foram utilizados como solventes na obtencéo de
extratos glicélicos de caléndula por maceracdo da droga vegetal. A
espectrofotometria UV-Vis foi utilizada para avaliacdo da eficiéncia da extracdo a
partir da comparacdo da intensidade das bandas de absorcdo entre os veiculos
extratores. Os espectros UV-vis na faixa de comprimento de onda de 200-500 nm
dos extratos glicélicos mostraram duas bandas de absorcdo caracteristicas de
compostos fendlicos, sendo mais intensas com 0 extrato preparado com
propilenoglicol.

Compostos fendlicos apresentam duas bandas intensas no espectro UV-vis.
A primeira banda com a absor¢cdo maxima na faixa espectral entre 250-285 nm e a
segunda com o maximo na faixa de 320-390 nm. As bandas de absor¢cdo nessas
faixas espectrais indicam a presenca de compostos fendlicos e seus derivados. As
duas bandas séo caracteristicas de flavonoides (Figura 6): a banda | é atribuida ao
anel B, na faixa de 300 a 550 nm, e a banda Il, na faixa de 240 a 285 nm, originada
pelo anel A (BOHM, 1998). A intensidade da absorcdo estd relacionada com a

concentracdo dos compostos extraidos.
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Figura 6- Sistema de anel de flavonoides

Fonte: Covington, 2009.

A recomendacao para o preparo de tinturas e extratos de caléndula é com as
flores duplas inteiras ou rasuradas, completamente abertas e destacadas do
receptaculo (BRASIL, 2011). Os extratos glicélico obtido com o p6 tamisado das
pétalas das flores (250-500 microns) mostrou maior intensidade de absorcdo UV-Vis
(Figura 7) quando comparado com o extrato obtido com as pétalas inteiras,
evidenciando que o tamanho de particula influencia a eficiéncia de extracdo dos

compostos ativos.

Figura 7: Espectros UV- visivel de extratos glicélicos de propilenoglicol com diferentes tamanhos de
particulas das flores de caléndula
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Fonte: A autora.

A influéncia da propor¢cdo de agua na mistura com o0 solvente extrator foi

avaliada na faixa de 10 a 50% (v/v), utilizando-se 2% (m/v) do p6 das flores de
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caléndula. Os percentuais de 10 a 30% resultaram em intensidades de absorgéo
superiores ao propilenoglicol (Figura 8), indicando que a adicdo de agua aumenta a
extracdo de compostos mais polares.

Figura 8: Espectros UV- visivel de extratos glicolicos de caléndula com diferentes solugdes
extratoras.
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Fonte: A autora.

Entretanto, observou-se que o aumento da quantidade de agua acima de 30%
reduziu a eficiéncia de extracdo dos compostos que absorvem na faixa de 200-500

nm.

5.3 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES NOS EXTRATOS

O teor de flavonoides nos extratos das flores de caléndula foi expresso em
quercetina, utilizada como padrdo na curva de calibracdo (Figura 9). O valor foi
obtido utilizando as leituras das absorbancias em triplicata (Tabela 1), calculado
atraves da equacéao da reta:

A =0,0779 x + 0,0012 (r? = 0,9992)
Onde,
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A = absorbancia em 425 nm

X = concentracao

Figura 9: Curva de calibrag&o de quercetina.
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Tabela 1 — Teor de flavonoides nos extratos glicolicos de caléndula expressos em quercetina

Flor
Solvente extrator R Absorbéanciats Teor (%) £s
caléndula (%)

glicerina 7,5 0,634 + 0,028 0,081 + 0,004
propilenoglicol 7,5 0,767 £ 0,001 0,098 +0
propilenoglicol 10 1,059 + 0,103 0,136 + 0,013

Fonte: A autora

As matérias-primas vegetais possuem teor de flavonoides geralmente entre
0,05% a 0,1%, sendo considerada de boa qualidade aquelas que apresentam valor
superior a 0,1% (PACHECO, 2007). Assim sendo, todos o0s extratos produzidos
apresentaram teor de flavonoides condizentes com os valores descritos na literatura.
No entanto, os extratos com propilenoglicol foram os que apresentaram maior teor

de flavonoides e por isso foram avaliados nos estudos subsequentes.
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5.4 FINGERPRINT CROMATOGRAFICO

A analise por CLAE-DAD do extrato glicolico foi realizada para obter o perfil
fingerprint que permite identificar qualitativamente as classes de compostos
bioativos extraidos das flores de caléndula. Na etapa de otimizacdo da separacéo
das bandas cromatograficas, metanol e acetonitrila e misturas com agua foram
avaliados como fases moveis. A fase movel composta de metanol:H,O com 0,01%
acido férmico em modo gradiente apresentou resolucao satisfatoria na separacéo de
pelo menos 11 compostos fendlicos e flavonoides.

A escolha do modo de deteccdo em CLAE é crucial para garantir que todos
0Ss compostos sejam detectados. O detector com arranjo de diodos (DAD) possibilita
monitorar varios comprimentos de onda simultaneamente e todos 0os componentes
que absorvem na regido do UV-vis que estdo presentes em quantidade acima do
limite de detecc¢&o sdo detectados.

O fingerprint  cromatografico do extrato glicdlico 10%  (m/v)
(propilenoglicol:H,0, 9:1) registrado em 255 e 355 nm o0s espectros UV-DAD estdo
apresentados na Figura 10. Os espectros UV-DAD dos compostos 3-11 mostraram
bandas com Amax. em 352-355 nm (banda I) e 254 nm (banda Il), caracteristicas de
flavonoides. Os compostos 1-2, mais polares, apresentaram a banda | com A max.

em 325-330 nm, caracteristica de acidos fendlicos.
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Figura 10: Fingerprint CLAE-DAD tipico de extrato glicélico de flores de caléndula e espectros dos
compostos majoritarios (1-11).
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Fonte: A autora.

A quercetina glicosilada e isoramnetina foram descritos como 0s compostos
majoritarios entre os flavonoides em extratos metanolicos de flores de caléndula
(PICCAGLIA et al., 1997).

A analise de um extrato hidroalcodlico de caléndula por CLAE-DAD revelou a
presenca de compostos fendlicos, com teor de flavonoides (rutina, quercetina e
catequina) maior que o de acidos fendlicos (acido ferulico, acido cumarico, acido
cafeico, acido galico e vanilina). A rutina foi descrita como o flavonoide majoritario no
extrato de caléndula (HERNANDEZ-ROSAS et al, 2018)
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A andlise de um padrdo de rutina nas mesmas condicbes cromatograficas
resultou na sobreposi¢éo da banda do composto 9 (Figura 11) do cromatograma do
extrato, sugerindo a presenca deste flavonoide. Entretanto, a identificacdo dos
compostos revelados na analise CLAE-DAD precisa ser confirmada por CLAE-MS.

Figura 11 — Fingerprint CLAE-DAD demonstrando aumento da absorcédo com adicdo de
padrédo de rutina
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Fonte: A autora.

5.5 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

Para o desenvolvimento da formulagéao foram realizados estudos preliminares
com diferentes propor¢cées de solucbes de alginato de sodio (1, 1,5, 2 e 3%) e
extrato de caléndula (2,5, 5, 10, 15 e 20%). As formulagbes resultantes néo
apresentaram viscosidade adequada, permanecendo demasiadamente fluidas em

todas as diferentes concentracbes e combinacfes avaliadas, portanto sem as
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propriedades adequadas em termos de escoamento e espalhabilidade para um
produto de uso topico.

Para ajustar a viscosidade e a espalhabilidade, avaliou-se o efeito da adicdo
de (CMC) sddica a formulacdo. A CMC é um polimero derivado da celulose, muito
utilizado como espessante, pois é capaz de absorver 4gua e conferir a estrutura
gelatinosa a formulagdo (KARAN, 2019). A influéncia do percentual de CMC sobre a

viscosidade esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Viscosidade das formulacdes de alginato e CMC

Alginato (%) CMC (%) Viscosidade (Pa.s)
1,5 - 10,5
1,5 1,0 25,1
1,5 1,5 58,2
1,5 2,0 96,4

Fonte: A autora

Os resultados dos valores de viscosidade evidenciam que o aumento do % de
CMC aumenta a viscosidade do produto, comparado com a formulagdo controle.
Acréscimos de 0,5 % de CMC praticamente duplicaram os valores de viscosidade da
formulacdo. O percentual de 1,0 % (m/v) de CMC foi selecionado como mais
adequado em termos de viscosidade.

A influéncia do solvente utilizado na obtencdo do extrato glicélico de
caléndula (glicerina e propilenoglicol) sobre a viscosidade da formulacgéo foi avaliada

utilizando alginato 1,5% e CMC 1%. Os resultados estdo na Tabela 3.
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Tabela 3 - Viscosidade das formulag6es com extratos glicolicos e caléndula

Extrato glicdlico Viscosidade (Pa.s) Viscosidade (Pa.s)
de caléndula (%) propilenoglicol glicerina
0 251 25,1
25 23,8 12,4
5,0 21,8 12,6
10 21,2 12,6
15 21,6 11,4

Fonte: A autora

Em mistura com o alginato, poliéis como a glicerina e o propilenoglicol atuam
como plastificantes, pois reduzem as ligacbes de hidrogénio entre as cadeias do
polimero e assim aumentam o volume molecular livie (SANTANA; KIECKBUSCH,
2013). Com o propilenoglicol como solvente extrator, a reducdo da viscosidade da
formulacédo foi ligeiramente menor do que com a glicerina. Este efeito poderia ser
atribuido ao fato da glicerina possuir um grupo OH adicional, comparado ao
propilenoglicol e, consequentemente, formar mais interacbes polares (ligacdes de
hidrogénio) com o alginato, o que acarretaria um efeito significativamente maior
sobre a viscosidade.

Apoés os ensaios de pré-formulacdo, o hidrogel preparado com alginato de
sédio 1,5% (m/v), carboximetilcelulose sédica 1,0% (m/v) e 10% (v/v) de extrato
glicdlico de caléndula (propilenoglicol:agua (9:1)) foi selecionado para os estudos de
estabilidade. Essa formulacdo apresentou-se levemente plastica, de facil
escoamento, ausente de particulas solidas e grumos, translicida com coloracéo
amarelo-claro e pH compativel com aplicacdo topica, conforme apresentado nos

ensaios subsequentes.

5.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA FORMULACAO

Os dados de estabilidade dos produtos s&o indispensaveis para assegurar

sua qualidade e seguranca, além de possibilitar a avaliacdo do seu desempenho e
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possivel aceitacdo pelo consumidor. Através da avaliacdo da estabilidade é possivel
obter informacOes sobre o produto dentro de um intervalo de tempo e sobre
diferentes condicGes a que este possa ser submetido. S&o estudos preditivos, com
resultados ndo absolutos, porém com grande probabilidade de sucesso (ANVISA,
2004).

Durante o periodo avaliado (180 dias) as caracteristicas macroscopicas nédo
tiveram alteracdes. O produto manteve-se integro, gelatinoso, translicido, levemente

amarelado e com auséncia de particulas.

5.6.1 Centrifugacao

O teste de centrifugacédo € um ensaio preliminar que deve ser realizado antes
de iniciar os testes de estabilidade. Tem por intuito simular a forca da gravidade e
produzir estresse a formulacdo, dessa forma € possivel avaliar possiveis
instabilidades pela mobilizacdo das particulas. Através deste teste € possivel
antecipar as seguintes situacfes de instabilidade: precipitacdo, separacdo de fases,
formacéo de aglomerado e coalescéncia (ANVISA, 2004).

As amostras do hidrogel selecionado foram submetidas a centrifugacédo a
temperatura ambiente por 30 minutos e 3000 rpm. A avaliagao visual mostrou que o
produto permaneceu estavel, sem sinais de precipitacdo ou separacdo de fases,

estando em conformidade para o prosseguimento dos estudos de estabilidade.
5.6.2 pH
Os valores de pH foram medidos imediatamente apds o preparo e apos 15,

30, 60, 90 e 180 dias em trés diferentes temperaturas de armazenamento. Os

resultados obtidos séo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: pH do hidrogel alginato-caléndula em diferentes condi¢c8es de armazenamento
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Fonte: A autora.

Através dos valores, pode-se observar que ndo houve variacdo consideravel
do pH do hidrogel alginato-caléndula do momento do preparo (tempo O0),
considerado com valor de referéncia para comparagcdo, com o0s demais dias e
condi¢cbes de temperatura de armazenamento. As pequenas variagdes sao inerentes
a precisdo do método potenciométrico. Portanto, a formulagcdo manteve o pH estavel
em torno de 5,76.

A estabilidade do pH é importante pois alteracdes consideraveis sao
indicativas de comprometimento da integridade do produto e alteracdo da estrutura
da formulacdo que ndo sdo perceptiveis visualmente podem afetar a eficacia da
formulacdo, indicar problemas de estabilidade entre os principios ativos ou
decorrentes de fabricacdo (FERREIRA, 2019).

O pH da pele é ligeiramente &cido, em torno de 4,5 a 6,0; podendo variar de
acordo com a regiao do corpo e a idade. Produtos com pH proximo ao da pele sao
benéficos pelo fato de ndo agredirem a pele. Um pH muito distante do natural pode
provocar desequilibrio na pele e ser agressivo (DAREZZO, 2017). Portanto o0s
resultados obtidos apresentam-se compativeis com o tecido cutaneo e adequados
para aplicacéo topica.

O extrato glicolico caléndula (pH 6,1), adicionado a formulacdo pode ser o
responsavel pela acidificacdo do hidrogel pois a planta possui compostos fenolicos

com propriedades acidas.
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A acidez da pele € importante para impedir a colonizagdo de microrganismos,
e em feridas o pH ligeiramente acido preserva as func¢des celulares, uma vez que a
maioria dos produtos liberados pelas células inflamatérias sdo acidos. Nas feridas
alcalinas a resposta imunolégica € mais fraca, levando a infec¢cdo microbioldgica da
lesdo (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002; VU et al., 2020). Assim sendo, 0s
processos cicatriciais sdo favorecidos pelo ambiente acido do produto, que impede a
colonizacdo microbiolégica e colabora com a resposta imunolégica das células
inflamatorias no pH &cido.

Em contrapartida, se o pH da formulacdo for neutro ou préximo da
neutralidade, além de favorecer o crescimento de microrganismos, poderia
comprometer a estabilidade do produto, degradar as matérias-primas e alterar os
parametros fisicos, levando a perda da eficacia do produto (ANDRADE et al., 2005).

As feridas que apresentam um pH mais alcalino, na faixa de 7,15 a 8,9, tém
periodos de cicatrizacdo mais longos, pois a sintese de moléculas da matriz
extracelular é prejudicada e a resposta imunoldgica fraca, permitindo a colonizacéo
bacteriana e infeccéo da ferida (MENOITA; SANTOS et al., 2011; VU et al., 2020).

5.6.3 Viscosidade

A viscosidade de amostras de hidrogel alginato-caléndula nas diferentes
condi¢cdes de armazenamento pelo periodo de 6 meses foi determinada utilizando
um viscosimetro Brookfield. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 13.

Figura 13: Viscosidade de amostras do hidrogel alginato-caléndula em diferentes condi¢cbes de

armazenamento.
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O gréafico mostra que a viscosidade das amostras mantidas sobre refrigeracédo
(4 £ 1 °C) permaneceu praticamente constante no decorrer dos 180 dias de
avaliacdo, com a menor variacdo em relacdo a amostra de tempo 0 (leitura em
temperatura ambiente), considerada como controle para comparacdo. Com relacéo
as amostras mantidas em temperatura ambiente e em estufa (40 = 2 °C) observou-
se uma reducdo consideravel da viscosidade ap6s 15 dias. No entanto, sem
alteracdes apods esse periodo inicial no restante do tempo de estudo.

A viscosidade dos hidrogéis utilizados em feridas varia em funcdo das
propriedades desejadas. Os mais espessos preenchem e permanecem na cavidade
da ferida, enquanto os mais fluidos espalham mais facilmente em uma area maior.
Os hidrogéis amorfos séo aplicados em maior quantidade sobre ou dentro da ferida
e cobertos com um curativo secundario, como uma espuma ou filme (Carville, 2006).

Levando em consideracdo as caracteristicas esperadas da formulacdo, o
hidrogel ndo deve ser muito fluido, a ponto de escorrer da embalagem, e
permanecer aderido a pele para exercer o efeito. Por outro lado, ndo deve ser muito
viscoso para que nao seja desagradavel ao toque e que dificulte espalhar sobre a
ferida. Portanto, observando a viscosidade nos diferentes tempos, as formulacdes
gque permaneceram acondicionadas de 4 + 1 °C sdo as que mantiveram a
viscosidade ideal para o uso indicado.

A diminuicdo da viscosidade, principalmente das amostras mantidas em
estufa pode ser explicada pelo fato de que a elevacdo da temperatura altera as
interacdes intermoleculares entre as cadeias poliméricas (REIS, 2019). No caso de
solugdes de alginato, a viscosidade diminuiu com o aumento da temperatura e esse

efeito é irreversivel apds exposicao prolongada a altas temperaturas (DAY, 1988).

5.6.4 Espalhabilidade

A espalhabilidade é definida como a expansdo que uma formulacdo atinge
sobre uma superficie apos a aplicacdo de forca em um determinado periodo de
tempo (BORGHETTI; KNORST, 2006). O teste de espalhabilidade foi realizado
utilizando laminas de vidro sobrepostas. Os resultados estdo apresentados na
Figura 14. As medidas expressam a area total ocupada pelas amostras ap0s a

aplicacéo de pesos conhecidos por um periodo de tempo determinado.
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Figura 14: Espalhabilidade do hidrogel acondicionado em diferentes temperaturas
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Fonte: A autora.

Como a espalhabilidade estd diretamente relacionada a viscosidade,
podemos observar que as amostras mantidas em 40 + 2 °C apresentaram menor
viscosidade e consequentemente maior espalhabilidade. Em contrapartida, as
amostras mantidas em refrigerador (4 £ 1 °C) apresentaram maior viscosidade e
menor espalhabilidade.

As amostras refrigeradas mantiveram a espalhabilidade praticamente
constante no decorrer do tempo, enquanto as amostras armazenadas em
temperatura ambiente e em estufa o0s valores de espalhabilidade aumentaram
gradualmente até 90 dias.

A espalhabilidade é uma caracteristica importante para um hidrogel, pois
interfere na distribuicdo do principio ativo. A uniformidade da aplicagcdo garante a
transferéncia correta da dose no local da aplicacdo. Além disso, uma
espalhabilidade menor é preferivel por diminuir a possibilidade de movimentacdo da
formulacdo no local de aplicacdo, garantindo maior aderéncia e maior concentracao
do ativo para acdo na regido desejada (GIAROLA, 2015). Portanto, as amostras
mantidas a 4 + 1 °C foram as que apresentaram a espalhabilidade adequada

durante o tempo de estudo de estabilidade.
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5.7 ANALISE TERMICA DOS HIDROGEIS

A andlise termogravimétrica (TG) foi realizada com amostra do hidrogel de
alginato-caléndula e com uma amostra controle (sem a adicéo de extrato glicolico de
caléndula) para avaliar a estabilidade térmica da mistura polimérica e a influéncia do

extrato de caléndula. O resultado esta apresentado na Figura 15.

Figura 15: Curvas termogravimétricas do hidrogel de alginato
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Fonte: A autora

As curvas TG mostram uma consideravel perda de massa na faixa de 90 °C a
160 °C em ambas as amostras. Essa perda de massa gradual até 160 °C pode ser
explicada pela evaporacdo da agua, o componente em maior propor¢cao na
formulagc&o. A agua é retida na formulacédo através de ligagBes de hidrogénio com
grupos polares (carboxila e hidroxila) dos polimeros (alginato e CMC), porém
expulsa por evaporagcdo com o aumento da temperatura.

O hidrogel com adi¢do de extrato de caléndula apresentou menor perda de
massa do que a do hidrogel controle no intervalo 90-160 °C. A menor perda de
massa nessa etapa de degradacéo indica menor concentracdo de agua livre, que
pode ser atribuida a presenca do propilenoglicol (solvente do extrato) que atua

retendo a 4gua e retardando a evaporacdo. Assim, a agua retida pelo solvente do
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extrato requer uma temperatura maior para evaporar. Acima de 180 °C, pode-se
deduzir que ocorre a degradagdo dos polimeros com decomposi¢do gradual com o
aumento da temperatura e, no caso do hidrogel com extrato de caléndula, também a
evaporacao dos compostos alcodlicos organicos (polifendis) do extrato.

Outros compostos volateis também podem contribuir para curva TG
observada na analise (SAFAEI; TARAN; IMANI, 2019; ABBASI et al., 2020). As
flores de caléndula contém Oleos volateis (MEHTA et al., 2012) que podem ser
evaporados em altas temperaturas.

As analises TG do alginato realizadas por Safaei, Taran e Imani (2019) e
Abbasi et al. (2020) mostraram que reducdes de massa a partir de 285 até 600 °C
acontecem pela degradacéo da estrutura polimérica através da eliminacdo do grupo
carboxila ou por despolimerizacdo. O alginato de sédio se decompbe por
desidratacdo seguida de degradacdo em carbonato de sodio (Na,COs) e,
subsequentemente, em material carbonizado que se decompfe lentamente em
temperaturas superiores a 600 °C (SOARES et al, 2004).

5.8 ANALISE REOLOGICA

A reologia estuda o comportamento de materiais solidos e liquidos diante da
aplicacao de forcas e deformacdes no decorrer do tempo. Os estudos sobre o fluxo
e a deformacdo da matéria sdo fundamentais para compreender diversos
fendmenos fisicos e quimicos.

Muitos hidrogéis apresentam um comportamento reoldgico entre os liquidos e
os sdlidos, e sédo classificados como viscoelasticos (CUOMO; COFELICE; LOPEZ,
2019). O método mais comum para analisar as propriedades viscoelasticas de um
material é através de um reGmetro rotacional com teste de cisalhamento oscilatorio.
A amplitude da oscilacéo € igual a tensdo ou deformacdo maxima e a frequéncia
angular representa as oscilacbes (LIANG; ZHANG, 2015; MALVERN
INSTRUMENTS WORLDWIDE, 2016).

A relacdo entre a tensdo aplicada e a deformacdo resulta no modulo
complexo (G) que mede a resisténcia do material a deformagdo. O modulo de
armazenamento (G') representa 0 comportamento elastico, relacionado a
capacidade de armazenar energia, enquanto o médulo de perda (G") representa o

comportamento viscoso, relacionado a capacidade de dissipacdo de energia,
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quando um material é submetido a uma deformacdo (PEREIRA, 2010; BELALIA,
DJELALLI, 2014).

Os hidrogéis consistem de redes tridimensionais de moléculas de polimeros
interligadas. Dependendo dos grupos quimicos que interagem, essas ligacoes
podem ser fracas ou fortes, e a rede pode ser mais ou menos densa dependendo da
formulacdo do hidrogel (JONES; VAUGHAN, 2005).

As amostras do hidrogel controle e do hidrogel alginato-caléndula foram
submetidas a andlise reoldgica oscilatéria a 37 °C. Observa-se (Figura 16) que
ambas as formulagdes apresentam carater viscoso (G”) maior que o carater elastico
(G’) de forma praticamente constante. Uma formulagdo predominantemente viscosa
guando submetida a presséo € mais adequada para aplicacao topica, pois a maneira
como serd aplicada e a forca empregada (frequéncia oscilatoria) poderia alterar a
percepcéo da textura (LUNGATTO et al., 2014; BOAVENTURA, 2022).

Figura 16: Analise reoldgica oscilatéria dos hidrogéis de alginato a 37 °C.
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A determinagé@o dos mdédulos elastico e viscoso e a viscosidade complexa em
funcdo da frequéncia angular foram realizadas com o hidrogel de alginato (hidrogel
controle) e o hidrogel de alginato-caléndula no intervalo de 5 a 45 °C (Figura 17). E

possivel notar que em baixas frequéncias existe a predominancia do carater viscoso
(G” > G,).

Figura 17: Comportamento reoldgico do hidrogel de alginato e hidrogel alginato-caléndula com
variacdo de temperatura de 5 a 45 °C.
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Fonte: A autora. (A) Hidrogel controle (B) Hidrogel alginato-caléndula.

Com o aumento da frequéncia observa-se a inversao (cross-over), no qual o
modulo de armazenamento supera o médulo de perda (G > G”) (RABELO;

ARAUJO, 2021), predominando o carater elastico com a diminui¢do da viscosidade
complexa.



55

O estudo de Storz et al. (2009) que investigou as propriedades viscoelasticas
de solu¢Bes de alginato demonstrou que em baixas frequéncias o médulo de perda
G” esta acima do médulo de armazenamento G’, prevalecendo um comportamento
viscoso. De acordo com sua progressao, em uma determinada frequéncia as curvas
se cruzam passando a ter um comportamento elastico predominante.

A viscosidade complexa das amostras foi avaliada em relacdo a frequéncia,
como observado na Figura 18. O extrato de caléndula no hidrogel diminuiu o valores
de viscosidade, possivelmente tornando a rede polimérica mais fraca e flexivel,
resultando em um comportamento viscoso mais dominante. Além disso, 0 aumento
da temperatura pode afetar outras propriedades do hidrogel, como sua estabilidade
e sua capacidade de retencdo de agua, e deve ser considerado em conjunto com

outras propriedades do material.

Figura 18: Viscosidade complexa do hidrogel alginato e hidrogel alginato-caléndula com variagdo de
temperatura de 5 a 45 °C.
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A diminuicdo da viscosidade complexa de um hidrogel com o aumento da
temperatura € um comportamento comum observado em materiais viscoelasticos
(CUOMO; COFELICE; LOPEZ, 2019). Quando o hidrogel de alginato é submetido a
tensdo, a estrutura se deforma e as moléculas de polimero sao forcadas a se mover
umas em relagdo as outras. A viscosidade do hidrogel é a resisténcia que essas
moléculas oferecem ao movimento relativo, e é influenciada por fatores como a
temperatura e a frequéncia da tensédo aplicada (SHAW; MACKNIGHT, 2005).

O aumento da temperatura das amostras de hidrogel faz com que as
moléculas dos polimeros da formulacdo se movam mais rapidamente, o que reduz a
viscosidade. Isso ocorre porque 0 movimento térmico aumenta a energia cinética
das moléculas, o que reduz a forca das interagcdes moleculares e permite que as
moléculas se movam com mais facilidade. Como resultado, a viscosidade complexa

diminui com o aumento da temperatura (SHAW; MACKNIGHT, 2005).

5.9 AVALIACAO IN VITRO

5.9.1 Avaliagdo da viabilidade celular pelo teste colorimétrico do metiltetrazdlio
(MTT)

O ensaio de MTT € um método pratico para a triagem da proliferacéo,
viabilidade e toxicidade celular de compostos bioativos. O corante amarelo é
reduzido a um precipitado de formazan de cor parpura, permeavel a membrana
celular, analisado colorimétricamente apo6s dissolucdo em solvente organico. A
producdo do MTT-formazan esta relacionada ao niumero de células metabolicamente
ativas, sendo o complexo mitocondrial um dos principais sitios de reducdo do MTT.
No entanto, a reducdo do MTT ocorre em toda a célula, podendo ser citosélica ou
microssomal (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015).

O ensaio MTT foi realizado com células de fibroblastos 3T3, submetidas ao
tratamento com diferentes diluicbes do extrato glicélico de caléndula e do hidrogel
alginato-caléndula. Os estudos foram realizados com diluicbes de 1:40; 1:80; 1:160;
1:320 e 1:640. A média dos valores de experimentos independentes realizados sob
as mesmas condi¢cbes demonstrou que apos 24h de exposi¢cao ao tratamento com o
extrato de caléndula (Figura 14) houve diminuicédo da viabilidade dos fibroblastos em

relacdo ao controle (células mantidas em meio DMEM) na diluicdo 1:40 e 1:320.
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Apds 48h de exposicdo dos fibroblastos 3T3 ao tratamento com o extrato
glicdlico de caléndula ocorreu aumento da viabilidade com as diluicdes de 1:160 e
1:320, conforme demonstrado no grafico da Figura 19. Dessa forma, acredita-se que

0 extrato pode ser benéfico para viabilidade celular.

Figura 19: Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com extrato de caléndula pelo método MTT
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Fonte: A autora.
Nota: Valores apresentados como média + desvio padréo. Como controle foi utilizado meio de cultura
DMEM. * significa diferenca estatistica em relacéo ao controle (células em condi¢fes de cultivo) com
p<0,05.

Os experimentos da exposicdo dos fibroblastos 3T3 ao hidrogel alginato-
caléndula (Figura 20) mostram uma diminuicao na viabilidade apds 24h nas diluicbes
1:40 e 1:80 em relagdo ao controle. Entretanto, apés 48h de exposi¢do, ndo houve
diferencas significativas na viabilidade celular das diferentes diluicbes de tratamento
comparados ao controle.
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Figura 20: Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com hidrogel alginato-caléndula pelo método

MTT
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Fonte: A autora.
Nota: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Como controle foi utilizado meio de cultura
DMEM. * significa diferenca estatistica em relagdo ao controle com p<0,05.

Apesar do extrato glicdlico ter causado diminui¢cdo da viabilidade celular pelo
método MTT no ensaio de 24h, a proporcdo do extrato no hidrogel alginato-
caléndula é de 10% (v/v), o que significa que no hidrogel a diluicdo corresponde a
1:400. Dessa maneira, as avaliacdes de viabilidade celular permitem concluir que
ndo ha citotoxicidade, com preservacdo dos fibroblastos no tratamento com o
hidrogel de alginato-caléndula, apds 24 e 48 horas de exposicao.

Em geral, a caléndula apresenta baixa citotoxicidade. O estudo de Matta et al.
(2022) com células de fibroblasto gengivais humanas tratadas com oleo de
caléndula, néo revelou efeito citotoxico. O estudo de Hormozi et al. (2019) com o
ensaio MTT também demonstrou que o0s extratos metandlico e etandlico de
caléndula em diferentes concentracbes nao afetam a viabilidade de células
embrionérias de fibroblastos de camundongos.

Outro aspecto relevante é que o método MTT estd relacionado com o
metabolismo celular. O MTT é reduzido principalmente pela cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial, porém alteracbes enziméaticas de oxidorreducao
mitocondriais ou nao, perturbacdes metabolicas e energéticas e estresse oxidativo
podem interferir na interpretagdo do ensaio de MTT (BERRIDGE et al., 2005).
Portanto, deve-se estar atento em avaliagbes de alteracbes de viabilidade celular,
pois poderdo ocorrer alteragbes metabdlicas e ndo uma alteracdo real de viabilidade
(STEPANENKO; DMITRENKO, 2015).


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S037811191500952X#bb0055
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S037811191500952X#bb0055
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S037811191500952X#bb0055
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Sims; Plattner (2009) mostra a inconsisténcia do ensaio de MTT quando
comparados com outros métodos, uma vez que ensaios de proliferacdo e apoptose
para droga Imatinibe mostraram um numero reduzido de células, demonstrando que
diversos componentes sdo capazes de alterar o metabolismo celular, havendo um
aumento da conversdo do sal (MTT) em formazan, mas que néo corresponde ao
aumento do numero de células.

Por isso, a avaliacdo da viabilidade por outros métodos € conveniente para

verificar a veracidade dos resultados obtidos através do ensaio de MTT.

5.9.2 Avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio da sulforodamina B (SRB)

O método com sulforodamina B € amplamente utilizado para triagem de
citotoxicidade in vitro, baseia-se na capacidade do corante em se ligar a
componentes proteicos de células. A quantidade de corante extraida das células
coradas é diretamente proporcional a massa celular de proteinas, e, portanto,
correlacionada ao numero de células viaveis. Este método, ao contrario do MTT, ndo
requer atividade metabdlica (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Trata-se de um método
conveniente para avaliar a citotoxicidade de extratos de plantas, uma vez que o
efeito citotoxico pode ser evidenciado ap6s um curto periodo de incubacgéo
(TAYLOR et al., 2013).

Os fibroblastos de linhagem 3T3 foram expostos a diferentes diluicdes (1:40;
1:80; 1:160; 1:320 e 1:640) de extrato glicélico de caléndula e avaliados pelo ensaio
com SRB apés 24 e 48h. Para verificar a viabilidade e citotoxicidade, foram
realizados experimentos independentes nas mesmas condicfes. Os resultados

estdo no gréfico da Figura 21.
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Figura 21: Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com extrato de caléndula pelo método

SRB
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Fonte:A autora.

Nota: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Como controle foi utilizado meio de cultura
DMEM.

* significa diferenca estatistica em relacao ao controle (células em condi¢es de cultivo) com p<0,05.

Apoés 24h de tratamento (Figura 20), houve diminuicdo da viabilidade celular
em comparacdo com o controle nas condi¢cdes de cultivo (DMEM) com o extrato
glicdlico de caléndula apenas na menor diluicdo (1:40). Na maior diluicdo do extrato
glicélico (1:640), houve aumento da viabilidade. Com 48h de tratamento, observa-se
aumento da viabilidade nas diluicdes a partir de 1:80 do extrato glicélico. Na diluicéo
1:40 nado foi observado diferenca estatistica em relacdo ao controle das células
mantidas em meio DMEM, indicando que a viabilidade celular foi mantida.

Os resultados apds 24h de tratamento com o hidrogel alginato-caléndula
manteve a viabilidade celular sem diferencas estatisticas comparadas ao controle de
cultivo DMEM. No entanto, decorridas 48h observa-se o aumento da viabilidade em
relacdo ao meio de cultivo DMEM nas diluicbes a partir de 1:80. A diluicdo do
hidrogel alginato-caléndula 1:40 foi a Unica que n&o apresentou aumento da
viabilidade, bem como, n&do houve diferenca estatistica em relacdo ao controle nas

condi¢des de cultivo. Os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Viabilidade celular da linhagem 3T3 tratada com hidrogel alginato-caléndula pelo
método SRB
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Fonte:A autora.
Nota: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Como controle foi utilizado meio de cultura
DMEM. * significa diferenca estatistica em relacéo ao controle (células em condi¢fes de cultivo) com
p<0,05.

Os resultados obtidos com o hidrogel de alginato-caléndula demonstram que
a formulacdo néo é citotoxica nos ensaios realizados. No ensaio de 48h com a SRB,
onde houve aumento da viabilidade celular, podemos supor que os componentes do
hidrogel poderiam beneficiar de alguma maneira o processo cicatricial.

Ao comparar o efeito sobre os fibroblastos 3T3 do extrato glicolico de
caléndula com o hidrogel alginato-caléndula, observa-se que o hidrogel ndo diminui
a viabilidade celular em nenhuma das diluicbes avaliadas. O ensaio com a SRB,
conforme evidenciado por Vichai e Kirtikara (2006), fornece maior seguranca,
sensibilidade, reprodutibilidade e linearidade; confirmando os resultados obtidos com

MTT de que a formulacdo do hidrogel alginato-caléndula ndo causa morte celular.
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6 CONCLUSAO

O material botanico utilizado apresentou os marcadores caracteristicos das
flores de Calendula officinalis L. e teor de flavonoides de acordo com o
referenciado na literatura. A melhor solugdo extratora selecionada para o preparo
dos extratos glicolicos foi a mistura propilenoglicol:dgua, no qual o percentual de
agua na mistura pode variar de 10 a 30 % (v/v). A analise qualitativa do extrato
glicélico por UV-vis e o fingerprint por CLAE-DAD evidenciaram a presenca de
compostos fendlicos como flavonoides e &cidos fendlicos. Nos ensaios de
estabilidade, o hidrogel alginato-caléndula permaneceu estavel durante o periodo de
avaliacdo quando mantido sob refrigeragdo. Na temperatura ambiente e a 40 °C
houve reducéo da viscosidade e aumento da espalhabilidade. Através das analises
reolégicas pode-se confirmar a diminui¢cdo da viscosidade complexa com o aumento
da temperatura, sendo o médulo de perda superior ao médulo de armazenamento, e
portanto, com prevaléncia de carater viscoso. Os ensaios de citotoxicidade com MTT
e SRB em fibroblastos murinos 3T3 evidenciaram que ndo houve citotoxicidade
com o extrato de caléndula nas diluicbes a partir de 1:80. Em ambas as avaliagdes,
o hidrogel de alginato caléndula n&o alterou a viabilidade celular. Além disso, o
ensaio com SRB indicou um aumento da viabilidade celular que pode ser atribuido

aos componentes do hidrogel alginato-caléndula.
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