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1. CONTEXTUALIZACAO



1.1 Farmacia Magistral

A Farmdcia magistral representa hoje um nicho de mercado para o profissional farmacéutico que,
possibilita ao farmacéutico ascensao social e econémica com completa realizagdo profissional, encontrando
na farmacia a possibilidade de exercer com amplitude todas as atividades inerentes ao profissional do
medicamento. Contudo, apesar das inumeras vantagens que o medicamento manipulado oferece em
relacdo ao industrializado, que vao desde a facilidade posolégica até a econbémica, sdo inUmeros os
obstaculos que dificultam o crescimento do setor. O maior destes obstdculos é a falta de credibilidade do
produto manipulado pela suposta auséncia de um controle de qualidade rigido das matérias-primas e
produtos acabados, auséncia de controle do processo de producdo e sua reprodutibilidade (Ferreira, 2000).
Entretanto, um fator que certamente contribuiu para a expansdo é o fato de o setor oferecer

medicamentos a pregos inferiores aos do produto industrializado (Anfarmag, 1997).

Toda matéria-prima recebida antes de ser liberada para manipula¢do de férmulas farmacéuticas
deve ser submetida a analises de testes fisico-quimicos, como as caracteristicas organolépticas,
solubilidade, pH, ponto de fusdo e densidade de acordo com a Farmacopéia Brasileira ou outro Compéndio
Oficial reconhecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As atribuicBes do controle de
qualidade envolvem estabelecer, validar e implementar seus procedimentos; avaliar, manter e armazenar
os padrdées de referéncia das substancias ativas utilizadas; verificar a correta rotulagem dos recipientes de
materiais e produtos; garantir a estabilidade dos principios ativos; e participar da investigacdo de
reclamacgdes relacionadas com a qualidade do produto. Todas estas operagdes devem ser realizadas de
acordo com os Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) estabelecidos. O controle de qualidade pode ser

realizado sobre a formula farmacéutica ou sobre a forma farmacéutica (Ferreira, 2000)..

Para obten¢do de medicamentos com qualidade, todo processo envolvido na producdo deve ser
monitorado, incluindo: controle do meio ambiente, controle da fabricacdo e controle final do produto
acabado (Korolkovas, 1999; Leal, et al., 2007). A contaminacgdo cruzada representa um dos pontos criticos

para a manutencdo da qualidade dos medicamentos. Os fatores predisponentes da ocorréncia



correspondem a utilizacdo de equipamentos e vidrarias mal lavadas, presenca de pd suspenso no ar, além
das condi¢des relacionadas ao préprio manipulador. O conhecimento, disciplina, cumprimento de
procedimentos e atengdo para a limpeza e higienizagdo sao métodos a serem observados para que a

contaminagado cruzada tenha menor incidéncia (Leal, et al., 2007; Conselho Regional de MG, 2011).

O controle de qualidade se faz necessario para que as demais etapas produtivas sejam controladas
e padronizadas, pois ele abrange desde a aquisicdo da matéria-prima até o acompanhamento terapéutico.
Segundo a Anvisa, através da Geréncia Geral de Inspecdo de Medicamentos e Controle de Produtos, vem
constatando a inexisténcia no pais de uma literatura técnica que sistematize os ensaios, processos e
materiais utilizados por Laboratérios de Controle da Qualidade e de producgdo, no sentido de uniformizar as
metodologias empregadas, nas analises de controle de medicamentos. Em ocorréncia disto, é
imprescindivel a qualificacdo dos fornecedores para garantir que o produto final atinja os parametros de

gualidade especificados no laudo do fabricante.

A avaliacdo da qualidade fisico-quimica de todo o processo produtivo, é importante para que seja
mantida a reprodutibilidade lote a lote do produto obtido. A adulteragdo, a ndo uniformidade da
composicdo quimica e as contaminagdes como poeira, entre outros sdo os problemas mais frequentes
relacionados a qualidade dos insumos farmacéuticos Desta maneira, torna-se imprescindivel que todo
insumo adquirido pela Farmdcia seja analisado por profissionais capacitados, atestando a autenticidade e a

qualidade da matéria-prima.

Assim sendo, na aquisicdo das matérias-primas, as farmdacias deverao exigir de seus fornecedores
gualificacdo junto a autoridade sanitdria competente comprovando a regularidade e solicitando ao
fornecedor o certificado de analise das matérias-primas, ndo s6 com os resultados das analises, mas
também com as especificagbes, a data de fabricacdo, a validade, as condi¢cbes de conservagiao e

armazenagem ideais, o numero do lote e o pais de procedéncia.



1.1.1. Sulfato de condroitina e sulfato de glucosamina

O sulfato de condroitina (SC) pertence a familia dos heteropolissacarideos chamados
glicosaminoglicanos (GAGs) é um importante constituinte estrutural da matriz cartilaginosa, obtido de
cartilagem bovina (traquéia) e presente na reparac¢do dssea (Chondroitinsulfate, 1997). Caracteriza-se por
ser um glicosaminoglicanomonossulfatado de cadeia longa presente de forma natural no organismo, na

cartilagem articular da maioria dos mamiferos e como farmaco na forma sintetizada (Moller, 2009).

Atua como antinflamatdrio e seu mecanismo de acdo é no anabolismo e o catabolismo da matriz
extracelular, agindo na sintese de proteoglicanos, acido hialurénico e colageno do tipo Il; diminuindo a
atividade catabdlica dos condrécitos, inibindo algumas enzimas proteoliticas (MMP-3, MMP-9, MMP-13,
MMP-14, colagenase, elastase, fosfolipase A2, NAG, catepsina B, agrecanase) e reduzindo a formacdo de

oxido nitrico e radicais livres, que afetam a cartilagem (Ronca et al., 1998; Blanco, 2002).

Sabe-se que a maior parte dos GAGs encontrados nos ossos e cartilagens é constituida por sulfato
de condroitina (Toffoletto, 2005). E o maior constituinte da cartilagem que promove estrutura e mobilidade
de outras moléculas através da cartilagem e retengdao de agua e nutrientes. Com isso, os proteoglicanos,
macromoléculas complexas que contém um esqueleto protéico com uma ou mais cadeias de GAGs, ligado
covalentemente (Yanagishita, 1993), permitem que a cartilagem articular se estire quando submetido a

forca mecanica.

As propriedades dos tecidos sdo determinadas pela quantidade e orientacdo do coldgeno e GAGs.
Nos ligamentos e tenddes, por exemplo, a quantidade de SC é baixa, pois o coldgeno possui uma Unica
orientacao predominante, enquanto que na pele onde o coldgeno ndo tem orientacdo predominante, a
guantidade de SC é maior e o tecido se estira, mas possui elasticidade e resisténcia a compressdo (Mosby’s,

2002; Martindale, 2002; MERCK, 2001).

O SC é um proteoglicano de baixo peso molecular presente na matriz extracelular e o SG é um

glicosaminoglicano com constituintes basicos da unidade dissacaridicas que compdem os proteoglicanos.



Isolados ou em associacdo sdo utilizados no tratamento dos processos degenerativos articulares (Bruyereet
al., 2004; Matheson et al.,, 2003; Noack et al., 1994; Reginster, 2004) com atuacdo comprovada na
reconstituicdo de componentes da matriz extracelular da cartilagem hialina (Noack et al., 1994; Vieira,
2005; Christgau et al., 2004; Robinson, 1993), sendo este um dos motivos do seu efeito ser amplamente

estudado na cartilagem articular (Michelacci, 2003; Anderson et al., 2005; Blitterrswijk et al., 2003).

O SC n3o apresenta resultados para toxicidade, mutagenicidade e carcinogénese (Vebruggen, 1997;
Monfortet al., 2008). O SC ndo apresenta interacdo com outros medicamentos, devido ndo ser

metabolizado pelo citocromo P450.

O peso molecular (em torno de 16,9 kDa) e a composicdo molecular do SC sdo dependentes da
espécie ou tecido de origem e pode ser afetado pelo método de extracdo. Sabe-se que a biodisponibilidade
do SC de baixo peso molecular é maior que a de alto peso molecular (Adebowaleet al., 2000; Yamanashi,
1991). Portanto, para fins terapéuticos recomenda-se utilizar o SC de grau farmacotécnico atendendo a
especificacdo estabelecida pela farmacopéia (teor 95%). O grau de sulfatacdao dos GAGs estabelece o nivel
de interagdo elétrica destas moléculas com vdrios tipos de proteinas, como a antitrombina Ill (agdo
anticoagulante). Moléculas com baixo grau de sulfatagdo (5% do peso em sulfatos), como o sulfato de
condroitina-4 e o sulfato de condroitina-6, estimulam a formacgao de colageno (in vitro), mas ndo possuem

efeito anticoagulante por ndo interagirem com a antitrombina Ill (Mercante, 1998).

O tratamento com SC produz alivio sintomatico de acdo demorada, reduz a inflamacdo da
membrana sinovial em pacientes com artrose de forma rapida, melhora da fungdao motora, alivio da dor e
reducdo do consumo de anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINES) ou analgésico (Volpi, 2002). Nao
apresenta os efeitos colaterais dos analgésicos convencionais e ndo sao frequentes os efeitos adversos
deste medicamento. Excepcionalmente, pode ocorrer retencdo liquida em pacientes com problemas renais

ou cardiacos.

O SC possui varios isomeros, o tipo A (sulfato de condroitina-4) e C (sulfato de condroitina-6) sao

utilizados na forma de sal de sddio para preparagdes farmacéuticas. Sdo formadas por unidades



dissacaridicas repetitivas de acido glucurénico unidos por um N-acetilgalactosamina e apresentam um éster

sulfato na posicdo 4 e 6, que explica a existéncia de 2 isdmeros de SC (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica de uma unidade de cadeia de SC. Condroitina-4-sulfato: R; = H; R, = SO3H; Rz =

H. Condroitina-6-sulfato: R; = SOsH; R, R3 = H.

A glucosamina (N-acetil-glucosamina) é encontrada em altas concentragdes nas estruturas das
articulagdes, enquanto que o sulfato de glucosamina (SG) é sintetizado artificialmente. O SG é substrato
para a biossintese dos proteoglicanos, para a sintese de varias macromoléculas importantes como:
glicoproteinas, glicolipideos e glicosaminoglicano. Os tecidos contendo estas macromoléculas incluem:
fluido sinovial nas juntas, tenddes, ligamentos, cartilagem, membranas basais e mucosas da traquéia e

sistema digestorio, varias estruturas no olho, vasos sanguineos e valvas do coragdo (Fetrow et al., 1999).

A deficiéncia de glucosamina pode causar o enfraquecimento dos tecidos citados acima. E um fator
guimico bioldgico que protege os fluidos nas articulagdes e ao redor dos tecidos. Caso sofram danos, a
protecdo normal é perdida e consequentemente leva a problemas no movimento e na flexibilidade (Fetrow
et al., 1999). O SG é capaz de inibir as enzimas, colagenase e fosfolipase A, que destroem a cartilagem e
ajudar na manutencao do equilibrio entre os processos de catabolismo e anabolismo da cartilagem,
podendo favorecer nos tratamentos resultados positivos em curto prazo de tempo. Tem sua importancia
na manutencdo, reparo e substituicdo de tecidos desgastados ou danificados, auxilia na restauracdo de

tecidos, das articulagdes e cartilagens.



O efeito condroprotetor dos GAGs sulfatados é obtido pela inibicdo da sintese de enzimas
destrutivas e prostaglandinas presentes na doenga articular degenerativa; assim como a acao
condroestimulante ocorre pela melhora da estrutura dos proteoglicanos na cartilagem articular, melhora
na producdo de proteoglicanos pelos condrécitos e elevagdo da concentragdo de acido hialurénico no

fluido sinovial (Brennan et al., 1987, Pipitone, 1991, Beale et al., 1993).

O SC 6-sulfato e o SG 6-sulfato atuam na matriz cartilaginosa e conferem beneficios a homeostase

de diversos ions no sangue (Figura 2)(Garant, 2003).
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Figura 2. Estrutura quimica da glucosamina 6-sulfato(A) e da condroitina-6 sulfato (B).

Para fins terapéuticos, os sais de glucosamina sdo estabilizados pelo cloreto de sddio (NaCl) ou pelo
cloreto de potdssio (KCl), dissolvem-se no estdmago e se convertem em base livre para a absor¢do no

intestino delgado.

Para garantir a qualidade dos produtos manipulados é necessdrio que as farmacias cumpram as
determinacgGes propostas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), definidas pela Resolugdo
da Diretoria Colegiada (RDC) n2 67, de 08 de outubro de 2007 referente as Boas Praticas de Manipulagcdo
em Farmacias onde estabelece fixos parametros para controlar a qualidade das matérias-primas e das
preparacles e garantir a eficicia dos medicamentos manipulados, contribuindo para a evolugcdo do

segmento (Anvisa, 2005; Brasil, 2007; Brasil, 2006; Brasil, 2003; Brasil, 2000).



Toda matéria-prima recebida antes de ser autorizada para manipulacdo de férmulas farmacéuticas
deve ser submetida a andlises de aspectos fisico-quimicos, tais como as caracteristicas organolépticas,
solubilidade, pH, ponto de fusdo e densidade proposto por compéndio oficial reconhecido pela ANVISA
(Farmacopeias Portuguesa, Brasileira e/ou Americana). Esses procedimentos devem ser realizados
conforme os Procedimentos Operacionais Padrdao (POP) em relacdo as Boas Praticas de Manipulacdo de

Preparac6es Magistrais e Oficinais validado pela ANVISA, através da RDC 67/07 (Brasil, 2007).

1.1.2. Justificativa do estudo

Neste presente trabalho foi estudado o efeito cicatrizante do extrato fluido de Chamomilla recutita
(L.) Rauschert em formulagbes semissélidas em ratos da linhagem Wistar com lesdo incisional cutanea
dorsal e tratados diariamente com gel ou creme de camomila a 10% no periodo de 14 dias. Ainda, realizou-
se o estudo das matérias-primas de glucosamina e condroitina sulfato para verificar a reprodutibilidade dos
testes fisico-quimicos entre a farmacia quando correlacionados ao controle de qualidade fisico-quimico de
dois fornecedores com a finalidade de garantir ao final do controle de qualidade uma formulagcdo com
garantia de qualidade, grau de pureza e consequentemente sem comprometimento da eficacia terapéutica

do produto manipulado.

1.1.3. Objetivo

O principal objetivo do Estudo I foi avaliar macroscopicamente em ratos, o indice de cicatrizacdo
cutanea do extrato fluido da Camomila em formulag¢Ges semissdlidas. No Estudo Il, o objetivo foi avaliar a
reprodutibilidade entre dois fornecedores de glucosamina e condroitina sulfato correlacionados aos testes

fisico-quimicos de uma farmdcia magistral e o padrdo de vibra¢do espectral por FT Raman.
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Resumo

A Chamomilla recutita (L.) Rauschert, popularmente conhecida como camomila. Seu 6leo essencial
apresenta efeito calmante, antiinflamatorio, analgésico e cicatrizante. Neste estudo, avaliou-se
macroscopicamente em ratos, o indice de cicatrizacdo cutanea do extrato fluido da Camomila em
formulacdes semissolidas. Ratos machos Wistar (n=5/grupo) foram submetidos a incisdo cutanea
dorsal e tratados diariamente com gel, creme contendo extrato fluido de camomila, somente gel ou
creme (controles). As lesdes foram analisadas macroscopicamente, mensuradas e o indice de
cicatrizacdo foi determinado e os resultados expressos em média e desvio padrio seguidos do teste
ANOVA. Os resultados levantam indicios de a camomila a 10% manipulada com o gel apresentou
acdo cicatrizante mais efetiva em relacdo ao creme. Esse estudo abre novas perspectivas para a
extensdo da aplicacdo/indicacdo da camomila em gel como forma eficiente de reparacgdo tecidual,
especialmente em superficiais e pequenas lesoes.

Descritores: Cicatrizagdo; fitoterapico; camomila.



Abstract

The Chamomile recutita (L.) Rauschert, popularly known as chamomile. Chamomile essential oil
presents calmative, anti-inflammatory, analgesic and cicatrizant effects. In this study, it was
evaluated macroscopically in rats, the cutaneous cicatrizant index of the fluid extract of Chamomile
in semi-solid formulations. Wistar male rats (n=5 per group) were submitted to cutaneous incision
on the back and daily treated with gel and cream containing fluid extract of chamomile, only gel or
cream (controls). Lesions were macroscopically analysed, measured and the cicatrizant index was
determined and results expressed as media and standard deviation followed by ANOVA test.
Results showed that the cicatrizant action of chamomile gel was higher than cream. This study open
new perspectives for the expansion of chamomile gel uses and indication as an efficient way of
tissue reconstitution, especially in little and non deep lesions.

Key words: Cicatrizant; phytotherapic; chamomile.



Introducéo

O Brasil ¢ o pais que detém a maior parcela da biodiversidade de plantas medicinais do mundo,
além de consideravel conhecimento tradicional sobre as mesmas, o qual ¢ passado de geracdo a
geracio'. Apenas 8% das 60.000 espécies vegetais catalogadas foram estudadas para pesquisas de
seus compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas quantos as suas propriedades
medicinais®. Ainda, a busca por substancias existentes na natureza tem mostrado alto potencial para
o tratamento e amenizacdo de enfermidades, resultando na crescente disponibilidade dos
fitoterapicos no mercado comercial. Com o desenvolvimento da tecnologia aliado ao interesse em
se confirmar o conhecimento em medicina popular, observa-se maior aten¢ao no estudo cientifico

do potencial terapéutico das plantas medicinais’.

Entre as diversas espécies vegetais utilizadas na terapéutica destaca-se a Chamomilla recutita (L.)
Rauschert, (sin.:Matricaria chamomilla L), popularmente conhecida como camomila ou camomila-
alemi®. A camomila é uma erva originaria da Europa, aclimatada no Brasil pertencente 4 familia
Asteraceae’, sendo que osos capitulos florais secos ao ar e conservados ao abrigo da luz sdo partes
do vegetal, contendo camazuleno e alfa-bisabolol, utilizada para fins terapé€uticos, alimenticios e

cosméticos’.

O oleo essencial da camomila apresenta efeito calmante, antiinflamatério, analgésico,
antiespamodico, cicatrizante e fitocosmético™®. Sua composicdo é rica em flavonoides, terpenos e
polissacarideos que conferem-lhe propriedades emoliente, antiinflamtoria e antioxidante®. A fim de
se avaliar a acdo cicatrizante do extrato fluido de Chamomilla recutita (L.) Rauschert em
formulagdes semissolidas, o presente estudo demonstra a andlise do efeito cicatrizante do extrato de
camomila em gel ¢ creme em ratos da linhagem Wistar com les@o incisional cutanea dorsal e

tratados diariamente com gel ou creme de camomila a 10% no periodo de 14 dias.



Material e métodos

Animais

Neste estudo foram utilizados ratos adultos machos da linhagem Wistar com aproximadamente
300g (n=25), provenientes do Biotério Central Convencional das Faculdades Adamantinenses
Integradas, FAI, Adamantina, SP. Os animais foram mantidos com acesso livre a alimentagdo e
agua e mantidos sob fotoperiodo a um ciclo luz-escuro (12 horas cada). O manuseio e o0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as orientagcdes do COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacio Animal) e as normas do Comité de Etica em Experimentagdo Animal

da Universidade Nove de Julho, Sdao Paulo-SP.

Tratamento

Os animais foram mantidos em caixas especificas para ratos, sob condigdes ambientais controladas.

Duas horas antes do experimento, a racdo e dgua foram retiradas. Os animais foram submetidos a

anestesia com Xilasina® e Ketamina® na propor¢ao de 1:1, na dose de 0,ImL para cada 100g de
, . 9 . . N . e~

massa corporea do animal’. Em seguida, os ratos foram submetidos a tricotomia na regido dorsal

com area aproximada de 5 cm, poupando musculos adjacentes. Apos a delimitacdo da area

tricotomizada, os animais foram submetidos a Unica ferida incisional longitudinal com auxilio de

tesoura de aproximadamente 1 cm de didmetro e o segmento circular de pele foi removido.

Em seguida, os animais foram distribuidos em cinco grupos (n=5/grupo): Grupo controle: sem
tratamento; Grupo gel base: tratados com gel de carbopol (carbopol 1%; nipagin 0,15%;
propilenoglicol 8%; trietanolamina q.s. e agua destilada q.s.p.) sem a presenga do extrato fluido de
camomila; Grupo creme base: tratados com creme Polawax (cera Polawax 8%; vaselina liquida 8%;
nipazol 0,05%; nipagin 0,15%, glicerina 6%; e agua destilada qg.s.p.) sem a presenga do extrato
fluido de camomila; Grupo gel de camomila a 10%: tratados com gel (gel de carbopol) acrescido de
camomila a 10%; e Grupo creme de camomila a 10%: tratados com creme (creme Polawax) de

camomila a 10%.



As lesdes foram tratadas diariamente com gel base, creme base, gel de camomila ou creme de
camomila e analisadas apos 1, 3, 7 e 14 dias da lesdao dorsal. A quantidade de gel e creme de
Chamomilla recutita (L.) Rauschert aplicada no dorso de cada animal foi de 1g. As formulagdes
foram friccionado com o dedo indicador e protegido com luva cirtirgica no local da lesdo por 30

vezes para aumentar a absorcao.

Anélise macroscépica das lesdes e o e indice de cicatrizacao

Todos os grupos experimentais foram submetidos a exame macroscopico e avaliagdo do processo
de cicatrizagdo apods 3, 7 e 14 dias do procedimento de inducao da ferida dorsal cutanea. Na andlise
macroscopica das lesdes foram examinadas a presenca de hemorragia, a presenga e extensdao de
crostas (total, parcial ou ausente), a presencga de secre¢do, a reparacao tecidual (completa, parcial ou
ausente). As observagdes foram registradas com a captura de imagens utilizando uma camera
fotografica digital (Modelo Samsung S760). A evolucdo do processo de cicatrizacdo foi
acompanhada em todos os grupos e tempos experimentais a partir da medida do didmetro da lesdo,
com o auxilio de um paquimetro (cm). Os valores obtidos foram utilizados para calcular o IC que
expressa a porcentagem de reparacdo tecidual, sendo inversamente proporcional a medida do
diametro da lesdo. Para determinar a velocidade do processo de cicatrizagdo considerou-se a relagao
entre a medida do didametro da lesdo (cm) e o tempo (dias) em cada grupo experimental. Apos o
periodo de 14dias de andlise, os animais foram sacrificados com dose excessiva de anestésico na

proporg¢ao de 3:1.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. A significancia das diferencas entre as médias
foi estabelecida pelo teste ANOVA, acompanhada do teste estatistico Bonferroni, considerando-se a
probabilidade minima de p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

Software GraphPad Prism Version 5.0.



Resultados

A anélise macroscopica do dorso dos ratos tratados mostrou que a evolugdo da reparagdo tecidual
do ferimento cutaneo, a auséncia de hemorragia e secre¢dao purulenta nos diferentes tratamentos e
tempos nao foram significativas em relagdo ao grupo controle durante todo periodo experimental
[Figural]. Na cicatrizacdo houve exsuda¢do plasmatica da lesdo cutinea, evoluindo para tecido de

maturacdo e crescimento de pélos ao redor da incisdo de todos os animais [Figura 1].

Controle el base Creme base el de camomila  Creme de camomila 10%
0%

Figura 1 — Andlise macroscépica representativa das lesbes cutaneas dos animais apés 3, 7 e 14
dias de tratamento didrio com gel base, creme base, gel de camomila a 10% e creme de
camomila a 10% a partir da lesdo. Ratos Wistar machos (n=5/grupo) foram submetidos a unica

ferida incisional de 1cm e o segmento circular de pele foi removido. Aumento: 10x.

29 L




Na analise do didmetro da lesdo para avaliar o processo de cicatrizacdo no diferentes tratamentos,
verificou-se que houve diferenga significativa entre os grupos tratados com creme base [p<0,05] e
creme de camomila a 10% [p<0,05] em relacdo ao controle, assim como, entre o gel e creme de
camomila a 10%, apdés 3 dias de tratamento [p<0,01] [Figura 2]. Apds 7 dias de tratamento,
observou-se apenas diferenca significativa entre os grupos tratados com gel de camomila a 10% e
creme de camomila a 10% [p<0,001] [Figura 2].Aos 14 dias de tratamento, observou-se que o
grupo tratado com gel de camomila a 10% apresentou diferengas significativas em relacdo aos
grupos controle [p<0,01] e tratados com creme de camomila a 10% [Figura 2]. Em sintese, esses
resultados levantam indicios de que o gel de camomila a 10% proporcionou maior efetividade na

reparagao tecidual ao longo de 14 dias a partir das lesdes induzidas nos ratos.

Controle

Gel base

Creme base

Gel de camomila a 10%
Creme de camomila a 10%

1.55

10 —————

Diametro da lesédo [cm)]

=8}

OO T T T T
1 3 7 14

Tempo (dias)

Figura 2 — Diametro das lesdes cutaneas [cm] dos animais nos dias 1, 3, 7 e 14 dos tratamentos
a partir da lesdo. Valores expressos em média e desvio padrao. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
(Teste ANOVA seguido de analise de Bonferroni).



Na tabela 1 ilustra a velocidade em funcdo do tempo (dias) das lesdes apos os tratamentos com

objetivo de comparar o efeito cicatrizante das diferentes formulagdes, utilizando o extrato fluido de

camomila a 10% em gel e em creme. Os dados indicam que a velocidade de cicatrizagdo foi maior

nos primeiros dias ap6s a aplicacdo das diferentes formulagdes. Por outro lado, verificou-se que a

velocidade de cicatrizacdo nos animais tratados com o gel de camomila a 10% foi superior em

relagdo ao creme de camomila a 10%.

VELOCIDADE DE CICATRIZACAO

Grupos
Gel de Creme de
Controle Gel base Creme base camomila a camomila a
(cm/d) (cm/d) (cm/d) 10% 10%
t(d) (cm/d) (cm/d)
3 0,367+0,047* 0,413+0,018 0,367+0,024 0,413+0,018* 0,353+0,038%*
7 0,120+0,016 0,123+0,016 0,106£0,016 0,137+0,008* 0,106x0,013*
14 0,029+0,011 0,029+0,005 0,023+0,003 0,029+0,007* 0,016+0,006*

Tabela 1 — Velocidade de cicatrizacdo dos animais submetidos a lesdo cutanea dorsal nos dias

3, 7 e 14 apds tratamento diario com gel base, creme base, gel de camomila a 10% ou creme de

camomila a 10%. O grupo controle ndo recebeu tratamento. Valores expressos (cm/d) em média e

desvio padrao. *p<0,05.



Discussao

A utilizagdo de matérias-primas de origem natural ganhou popularidade e, entre elas, podem ser
citados os extratos vegetais e seus derivados que, incorporados nas formulagdes, agregam
bioatividade e funcionalidade'’. A forma farmacéutica, constituida de adjuvantes farmacotécnicos e
componentes farmacologicamente ativos, ¢ a forma final de como o medicamento se apresenta. De
acordo com a forma farmacéutica, t€ém-se a via de administracdo mais adequada levando em
consideragdo a eficacia e a seguranga do componente ativo. Entretanto, a grande desinformacao
relacionada as plantas, além da ma qualidade dos produtos consumidos e da precariedade dos
produtos comercializados, vem comprometendo a real eficicia e a seguranga dos produtos

fitoterapicos no Brasil'',

O preparo de medicamentos fitoterapicos € caracterizado pelo conhecimento de eficacia e dos riscos
de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade'”. Apesar de neste
estudo ter sido avaliado somente o efeito macroscopico do potencial cicatrizante da camomila
associada a formulagdes semissolidas, constatou-se indicios, através das medidas do didmetro das
lesdes, que o gel de camomila a 10% foi mais efetivo em relagdo aos demais tratamentos na
reparagao tecidual . As lesdes dos ratos do grupo gel de camomila apresentaram contracao e
reparacdo macroscopicas mais precoces que dos demais grupos, apesar de observar que apos o
término do tratamento (14 dias), todos os animais dos demais grupos possuirem as lesdes

parcialmente reparadas.

Um aspecto importante a ser apresentado ¢ que o gel de camomila mostrou adiantar o processo de
cicatrizagdo da pele previamente lesado. Deve-se levar em conta que o creme base também foi
eficaz no processo de cicatrizagdo das lesdes no inicio do tratamento, pois suas caracteristicas
umectantes e hidratantes auxiliam a cicatrizacao e justificariam as observagdes aqui relatadas. Por
outro lado, a avalia¢do do uso do creme com extrato fluido de Chamomilla recutita, em lesoes
cutaneas abertas de ratos foi semelhante ao controle no aspecto macroscopico. Além disso, ressalta-

se que em nenhuma das formulagdes provocaram irritagdo cutanea quando aplicadas na pele intacta.

O extrato fluido de camomila foi o escolhido a partir dos relatos populares e cientificos de seu
potencial cicatrizante. Ainda, a facilidade de uso, ou seja, 1g da droga vegetal ser correspondente a
ImL do extrato fluido justificam esse estudo. Segundo Martindale", o extrato de camomila é

utilizado em estagios iniciais da inflamacao. E possivel que o uso deste extrato na concentracao de



10% pode ter sido imprescindivel na antecipagao do processo de cicatriza¢do. Ainda ¢ provavel que
outras concentragdes a camomila possa ser mais efetiva ou que apresente outros efeitos
farmacologicos. Outras indicagdes do oleo essencial da camomila sdo calmante, antiinflamatodrio,
analgésico, antiespamodico, carminativo, cicatrizante e emenagogo; ¢ utilizado em cdlicas

intestinais, além da fitocosmética.

Possiveis alteracdes nas matérias-primas, como procedimentos de extracdo e isolamento,
composi¢do quimica, transporte, condi¢cdes de armazenamento e temperatura podem influenciar
suas eficacias terapéuticas. O grande numero de composi¢des quimicas dos extratos fitoterapicos
também podem causar instabilidade as formulagdes. A seguranca e a eficicia dos fitoterapicos
devem ser definidas para cada produto, pois dependem de diversos fatores, como a metodologia de
obtencdo dos extratos, a formulacdo e a forma farmacéutica do produto final, testes toxicologicos e
clinicos, entre outros'*. Os pardmetros de qualidade para fins farmacéuticos e o registro de
medicamentos e fitoterapicos sdo, em principio, estabelecidos nas Farmacopéias e Codigos Oficiais
e sdo regulamentados atualmente, no Brasil, pela RDC n° 48, de 16 de marco de 2004 -
ANVISA/MS'. Visto isto, ha necessidade de padronizar as espécies de plantas medicinais, muitas
vezes com nomes semelhantes e que ndo pertencem a mesma espécie, isto ¢, composi¢des quimicas
e efeito farmacologico diferentes. A observancia das dosagens prescritas € o cuidado na
identificacao precisa do material utilizado podem evitar acidentes. A qualidade do material vegetal
e o seu processo de produgdo sio requisitos que determinam a composicio do extrato'”. Ha
necessidade de estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos,
farmacolodgicos, toxicologicos, de desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnologicas para a
producao de ﬁtoterépicoslé. A padronizagido das condigdes e a verificagdo in vivo de sua eficiéncia
farmacoldgica torna-se essencial para a reprodutibilidade de seus efeitos. Novas utilizacdes de
tecnologias ja utilizadas em outras areas de conhecimento como espectrometria de massas,
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e Fourier Transform Raman (FT-Raman) podem

auxiliar nessas avaliagoes.

Sendo assim, um possivel experimento no qual os animais fossem submetidos a duas incisdes
cutaneas dorsais poderiam minimizar as variagdes experimentais e otimizar a verificagdo do efeito
cicatrizante da camomila. Além disso, a andlise histopatoldgica dos tecidos em diferentes tempos
poderia auxiliar a evidéncia do efeito cicatrizante antecipado observado macroscopicamente apos o
tratamento com gel de camomila, j& que permite visualizagdo dos elementos celulares que

antecedem a cicatriza¢do, entre elas o recrutamento de células inflamatorias.



O processo inflamatorio € caracterizado pela presenga de exsudato inflamatorio, vasodilatagdo,
aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, hemacias, leucécito, neutrédfilos e
mondcitos seguida da presenga de macrofagos'’, sendo a fase subseqiiente a remodelagdo. A
reparacdo tecidual apresenta varias fases com caracteristicas proprias que se desenvolvem
concomitantemente'’. Apos a retirada do fragmento de pele ocorre a formagdo de solucdo de
continuidade que ¢ preenchida inicialmente por fibrina, coagulo e exsudato inflamatoério, formando

. 117,18
a crosta que recobre a ferida " .

Um fato que nos chamou a aten¢do, foi que nos primeiros dias da indu¢do da lesdo e posteriores
tratamentos observou na maioria dos animais de todos os grupos experimentais aumento dos
diametros das lesdes comparadas a medida inicial de 1 cm. Essa altera¢do das medidas das lesdes
pode ser justificada pelo fato de que as feridas abertas sdo submetidas a processo de retracao na
tentativa de reparar a lesdo. Sabe-se que as seqii€éncias de eventos bioldgicos, dinamicos e

complexos que acontecem apds a lesdo visam promover o reparo’ .

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populagio de paises em
desenvolvimento ¢ tratada através da medicina popular e desse total, 85% usam algum tipo de erva
na busca do alivio de doencas; ainda, desse total, somente 30% por indicagdo médica. Convém
ressaltar, contudo, que as plantas medicinais exercem efeito farmacologico relevantes e de interesse
econdmico, € como tal ndo estdo isentas de efeitos adversos, requerem cuidados e orientagdes

especificas.

A fitoterapia foi colocada em destaque em relacdo a alopatia por ser um método barato e ndo-
agressivo, mas pode causar efeitos colaterais quando usados de maneira incorreta, ou seja, dose
excessiva ou por¢do da planta utilizada no preparo incorreto. Sendo assim, os fitoterapicos
contribuem com as opgdes terapéuticas com amplo espectro de agdo e possivel custo mais acessivel.
O conhecimento dos aspectos de atividade biologica do vegetal ¢ requisito essencial para a

transformagao da planta medicinal no produto fitoterapico.

A legislagdo em vigor, Resolucdo RDC n° 48 de 16 de margo de 2004, visa regulamentar e
oficializar o desenvolvimento e o uso de fitoterapicos, de modo a contrapor a expressdo “...0 que ¢
natural ndo possui efeitos colaterais...” Diversos autores tém demonstrado que as plantas medicinais
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021 A auséncia de informagdo ndo

possuem efeitos indesejaveis e muitas vezes tdxicos
necessariamente significa auséncia de toxicidade ou contra-indicagdo, mas pode estar associada a

falta de estudos a esse respeito. Sendo assim, esse estudo destaca a importancia dos conhecimentos



das bases farmacotécnicas no sentido de facilitar aplicagdo do produto final e garantir sua eficacia
terapéutica, ressaltada pelos resultados das formas farmacéuticas semissolidas basicas e

incorporadas com extratos fitoterdpicos, como o de camomila.

Concluséo

A analise dos resultados macroscopicos permitiu constatar que o grupo de animais tratados com gel
de camomila a 10% foi mais efetivo no processo de cicatrizagdo da lesdo quando comparado aos
demais grupos experimentais e controle. O protocolo para a obteng¢do das formulacdes utilizadas
nesse estudo ¢ de facil aplicabilidade, pois ndo necessita de aparatos tecnoldgicos ou auxilio
instrumental para ser desenvolvido. Em sintese, esse estudo abre novas possibilidades para a
extensdo desses estudos e aplicagdo/indicacdo da camomila a 10% em gel como forma eficiente de

reparacao tecidual, especialmente em superficiais e pequenas lesoes.
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RESUMO

Introducdo: A farmacia magistral representa importante fonte econdémica no mercado de
medicamentos no pais, constituindo 8% do faturamento de todo setor farmacéutico. Objetivo:
Avaliar a reprodutibilidade entre dois fornecedores de condroitina sulfato e glucosamina sulfato
correlacionados aos testes fisico-quimicos de uma farmacia magistral. Material e métodos: Os
aspectos fisico-quimicos das amostras de condroitina (n=50) e glucosamina sulfato (n=50) de dois
fornecedores diferentes foram analisadas pela determinagdo das caracteristicas organolépticas; pH;
solubilidade e densidade na farmdacia magistral. A aderéncia dos dados a curva de normalidade foi
testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todas as varidveis tiveram distribuicdo paramétrica e
foram expressas em média e desvio-padrao. Para determinar a concordancia das variaveis entre a
farmacia e fornecedores 1 e 2, foi utilizado o coeficiente de correlacdo intraclasse (CCI) e Bland-
Altman, com nivel de significancia de p < 0,05. Resultados: Os resultados das analises de CCI,
evidenciaram baixa reprodutibilidade e excelente concordancia para o teste de pH e densidade da
glucosamina e condroitina sulfato; os valores de concordancia, Bland Altman, para os fornecedores
no pH e para o Fornecedor 1 na densidade, permaneceram ao longo e proximo das médias das
diferengas para a condroitina. Para a glucosamina sulfato, os valores de concordancia ora
subestimavam ora superestimavam os valores da farmacia. Conclusdo: As amostras analisadas
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a formulagdo de acordo com as
especificagdes estabelecidas pela farmacopeia como requisito minimo exigido pela ANVISA.
Entretanto, estratégias experimentais mais precisas estdo sendo realizadas, como a espectroscopia
vibracional de cada amostra, para avaliar a composicdo das desses compostos e correlacionar com

os parametros ja avaliados de acordo com os requisitos da ANVISA.

Descritores: Condroitina, glucosamina, qualidade.
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ABSTRACT

Introduction: The magistral pharmacy represents an important economic source in the drug market
in the country, constituting 8% of all sales of pharmaceuticals. Objective: To evaluate the
physicochemical properties of raw materials chondroitin and glucosamine sulfate, two suppliers for
vibrational spectroscopy. Methods: Samples of chondroitin (n=50) and glucosamine sulfate (n=50)
were evaluated for physic-chemical analysis for determination of organoleptic properties, pH,
solubility and density. The adherence of the datato the curve of normality was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test. All variables had a parametric distribution and form expressed as mean
and standard deviation. To determine the correlation of variables between the pharmacy and
suppliers 1 and 2, we used the intraclass correlation coefficient (ICC) and Bland-Altman
analysis, with  a  significance  level of  p<0.05. Results: The results of  ICC's
analysis showed low reproducibility and  excellent  agreement for  testing pH  and
density of glucosamine and chondroitin sulfate, the values agreement, Bland Altman, for the
suppliers in the pH and the vendor at a density remained along and near the mean differences for
chondroitin. To glucosamine sulfate, the agreement values sometimes underestimated either
overestimated values of the pharmacy. Conclusion: The analyzed samples showed physical and
chemical characteristics adequate to the formulation according to the specifications of
pharmacopoeia as a minimum required by ANVISA. However, more precise experimental
strategies are being undertaken, such as vibrational spectroscopy of each sample to assess the
composition of these compounds and to correlate with the parameters already evaluated in

according with required by ANVISA.

Key words: Chondroitin, glucosamine, quality.



1. Introducéo

A farmdcia magistral representa importante fonte economica no mercado de medicamentos
no pais, constituindo 8% do faturamento de todo setor farmacéutico (Branddo, 2002). Com o
crescimento deste setor, particularmente no ramo das farmécias de manipulagdo, hd necessidade de
oferecer produtos com melhor qualidade (Vieira, 2003). Esta conscientizagdo alavanca o
crescimento em competitividade, reduzindo custos, melhorando a qualidade e atendendo as
expectativas do consumidor cada vez mais exigente.

Os determinantes socio-econdmicos desse crescimento ainda precisam ser esclarecidos.
Entretanto, o fator que certamente contribuiu para a expansdo ¢ o fato desse setor oferecer
medicamentos a precos inferiores aos do produto industrializado (Anfarmag, 1997). Apesar das
vantagens que o medicamento manipulado apresenta frente ao industrializado, desde a facilidade
posologica até a econdmica, um dos obstaculos que dificultam o crescimento do setor ¢ a falta de
credibilidade do produto manipulado pela suposta auséncia de controle de qualidade rigido das
matérias-primas e produtos acabados, auséncia de controle do processo de produgdo e sua
reprodutibilidade (Ferreira, 2000).

Para garantir a qualidade dos produtos manipulados ¢ necessario que as farmacias cumpram
as determinagdes propostas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), definidas
pela Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 67, de 08 de outubro de 2007 que revogou as
Resolugdes RDC n° 214, RDC n° 354 ¢ RDC n° 33 referentes as Boas Praticas de Manipulagdo em
Farmacias onde estabeleceu fixos parametros para controlar a qualidade das matérias-primas e das
preparagdes e garantir a eficacia dos medicamentos manipulados, contribuindo para a evolug¢ao do
segmento (Anvisa, 2005; Brasil, 2007; Brasil, 2006; Brasil, 2003; Brasil, 2000).

Para obtencao de medicamentos com qualidade, todo processo envolvido na producao deve

ser monitorado, incluindo: controle do meio ambiente, controle da fabricagcdo e controle final do



produto acabado (Korolkovas, 1999; Leal, et al., 2007). A contaminagdo cruzada representa um dos
pontos criticos para a manuten¢do da qualidade dos medicamentos. Os fatores predisponentes da
ocorréncia correspondem a utilizagdo de equipamentos e vidrarias mal lavadas, presenca de pd
suspenso no ar, além das condigdes relacionadas ao proprio manipulador. O conhecimento,
disciplina, cumprimento de procedimentos e aten¢do para a limpeza e higieniza¢do sdo métodos a
serem observados para que a contaminag¢do cruzada tenha menor incidéncia (Leal, et al., 2007;
Conselho Regional de MG, 2011).

Toda matéria-prima recebida antes de ser autorizada para manipulacdo de formulas
farmac€uticas deve ser submetida a andlises de aspectos fisico-quimicos, tais como as
caracteristicas organolépticas, solubilidade, pH, ponto de fusdo e densidade proposto por
compéndio oficial reconhecido pela ANVISA (Farmacopeias Portuguesa, Brasileira e/ou
Americana). Esses procedimentos devem ser realizados conforme os Procedimentos Operacionais
Padrao (POP) em relacdo as Boas Praticas de Manipulagdo de Preparagdes Magistrais e Oficinais
validado pela ANVISA, através da RDC 67/07 (Brasil, 2007).

A glucosamina sulfato e a condroitina sulfato sdo substancias que vém sendo utilizadas,
isoladamente ou em associa¢do, no tratamento da osteoartrite. A dose diaria preconizada para a
glucosamina ¢ de 1500 mg e para a condroitina 1200mg (Coimbra et al., 2002). A Glucosamina esté
envolvida na formagdo da cartilagem atuando como precursora de unidades de dissacarideos dos
glicosaminoglicanos. A condroitina ¢ um glicosaminoglicano constituinte de proteoglicanos que sao
importantes componentes da cartilagem articular (Hardingham et al., 1998, Felice et al., 2002).
Logo, o presente estudo teve como objetivo avaliar a reprodutibilidade entre dois fornecedores na
escala de producdo da glucosamina e condroitina sulfato, correlacionando os parametros fisico-

quimicos dos fornecedores com os obtidos na farmacia magistral.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras

As amostras analisadas de condroitina sulfato (n=50) e glucosamina sulfato (n=50) com
formulas moleculares respectivamente, C14H9NO14S e (CcH4NO5),SO4. 2KCl, adquiridas para a
formulagcdo de medicamentos pela Farmécia de Manipulagao, localizada no interior de Sao Paulo,
foram obtidas sob a forma farmacéutica solida de dois fornecedores diferentes identificados como 1
e 2 devidamente licenciadas junto a autoridade sanitaria competente comprovando a regularidade no
periodo de 2004 a 2009 (Anexo B).

As amostras foram submetidas a avaliacdo da qualidade fisico-quimica que compreenderam
a determinagdo das caracteristicas organolépticas (descri¢do de cor, odor e sabor); pH ; solubilidade
e densidade. Para realizacdo das andlises, foram utilizados métodos farmacopeicos como a
Farmacopeia Brasileira (Farmacopeia, 1977) e Compéndio Oficial (Compéndio, 1999) reconhecido

pela ANVISA e comparadas com o laudo do fabricante/fornecedor.

2.2 Analise das caracteristicas organolépticas

Os aspectos relacionados a cor, odor, sabor e textura da amostra foram analisadas em 0,1 g
de condroitina e glucosamina sulfato espalhadas uniformemente sobre o papel branco nao poroso e
comparados visualmente com o padrdo confrontando a observagdo com as especificagcdes do

fornecedor e bibliografia adotada (Conrado et al., 2008).



2.3. Andlise da solubilidade

Com o auxilio de uma espatula de metal, 0,1 g da amostra de condroitina e glucosamina
sulfato foram pesadas em uma balanca analitica (Gehaka®, modelo BG—1000) e transferiu para um
tubo de ensaio previamente identificado com os nomes das amostras e dos solventes utilizados
(a4gua destilada e alcool etilico). A amostra de glucosamina sulfato foi considerada facilmente
solivel quando a 0,1 g da amostra foi adicionado 1 mL de 4gua e ocorreu a dissolugdo total. Como
referéncia de material soluvel, 0,1 g da amostra de condroitina sulfato foi adicionado a 3 mL de
agua; e para o material praticamente insoltvel, a 0,01 g da amostra de glucosamina sulfato foi

acrescentado 90 mL do solvente alcool para a dissolugao total (Conrado et al., 2008).

2.4. Determinacao do pH

Para a determinagdo do pH foi empregado o pHmetro (Marconi®, modelo PA 200), sendo
utilizado solugdo aquosa de condroitina sulfato a 1% (p/p) ¢ glucosamina sulfato a 5% (p/p). A
temperatura do laboratorio de controle de qualidade estava por volta de 25°C. Os valores de
referéncia para o pH, segundo Martindale, compreendem entre 3,5 — 5,0 ¢ 5,0 — 7,5,

respectivamente para o sulfato de glucosamina e de condroitina (Martindale, 1999).

2.5.  Andlise da densidade aparente

De acordo com a ANVISA, a densidade aparente € a relagdo direta entre a massa da amostra
e seu volume especifico, medido em proveta graduada. Para a glucosamina sulfato e condroitina
sulfato, foram pesados 5g da amostra e transferida para proveta graduada, tampando-a em seguida.
Com movimentos padronizados e altura fixa, o p6 foi acomodado para a eliminagdo do ar sobre

uma superficie lisa até obter um volume constante. Anotou-se o volume final (Anvisa, 2008).



Segundo Martindale, os valores de referéncia para a densidade estdo entre 0,9332g/mL e 0,70g/mL,

respectivamente para a glucosamina e condroitina sulfato (Martindale, 1999).

2.6. Andlise estatistica

A aderéncia dos dados a curva de normalidade foi testada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Todas as varidveis tiveram distribuicdo paramétrica e foram expressas em média e desvio-
padrdo. Para comparagdo entre os grupos (Farmacia, Fornecedor 1 e Fornecedor 2) foi utilizada
ANOVA de uma via ¢ o teste de contraste de Tukey. Para determinar a concordancia das variaveis
estudadas entre a farmacia e fornecedores 1 e 2, foi utilizado o coeficiente de correlacdo intraclasse
(CCI), sendo considerado excelente concordancia valores entre 0.80 a 1.0, moderada concordancia
valores entre 0.60 a 0.79 e baixa concordancia valores menores do que 0,60. Adicionalmente, a
analise de Bland Altman foi realizada. Um p < 0.05 foi considerado significante. Para as analises

estatisticas, utilizou-se o software SPSS for Windows (versao 13.0).

3 Resultados

Os laudos técnicos e analise dos parametros fisico-quimicos das matérias-primas de
condroitina (n=50) e glucosamina sulfato (n=50) procedentes dos fornecedores 1 e 2 adquiridas no
periodo de 2004 a 2009 foram analisados. As analises das caracteristicas organolépticas e
solubilidade da glucosamina sulfato ndo apresentaram qualquer tipo de elemento estranho ou
alteracdo (Tabela 1A). A constituicdo do sulfato de condroitina nos testes das caracteristicas
organolépticas e solubilidade foi semelhante (Tabela 1B).

Os dados referentes ao pH e densidade da glucosamina e condroitina da Farmécia e

Fornecedores 1 e 2 estdo dispostos na Tabela 2. Houve diferenca significante entre os valores de pH



e densidade da glucosamina detectados pelo Fornecedor 1, em relagdo aos da Farmacia e
Fornecedor 2, nao havendo diferenga entre a Farmacia e Fornecedor 2.

A média das diferengas e os limites de concordancia, obtidos pela analise de Bland Altman,
ao comparar os dados obtidos pela Farmacia e Fornecedores 1 e 2 estdo demonstrados na Tabela 3.
Para a amostra de glucosamina sulfato, o Fornecedor superestimou (Figura 2A) e subestimou
(Figura 2B) o valor de pH da farmacia. No teste de densidade, parece ter ocorrido um erro
sistemdtico, no qual em altas densidades, o Fornecedor 1 superestimou os valores da farmaicia;
assim como, em baixas densidades o Fornecedor 2 subestimou os valores em relagdo a farmacia
(Figura 2C e D).

Na analise fisico-quimica de pH, a amostra avaliada de sulfato de condroitina apresentou os
valores de concordancia proximo e ao longo das médias das diferencas para os Fornecedores 1 ¢ 2
(Figuras 3A e B). Adicionalmente, semelhante ocorreu para o teste de densidade, onde os valores
ficaram no intervalo de confianca de 95% para o Fornecedor 1 (Figura 3C). Enquanto que, o
Fornecedor 2 subestimou a farmacia no limite de concordancia para a andlise da densidade da
condroitina sulfato (Figura 3D).

Os valores do CCI para o pH da glucosamina sulfato com o Fornecedor 1 e 2 foram
respectivamente (0,480 e 0,845), enquanto que para a condroitina sulfato, o CCI foi de 0,525 para o
Fornecedor 1 e de -0,474 para o Fornecedor 2. Todavia, a densidade da glucosamina sulfato do
Fornecedor 1 apresentou o valor de CCI de -0,064 e para o Fornecedor 2, 0,134. J4 a condroitina
sulfato, o valor expresso de CCI foi de 0,998 para ambos os fornecedores. As caracteristicas
organolépticas e solubilidade da glucosamina e condroitina sulfato de ambos fornecedores foram

observadas e atenderam os requisitos exigidos pela ANVISA, como ilustra a tabela 1A e B.

4 Discussao



O presente estudo levanta indicios que os pardmetros fisico-quimicos exigidos pela
ANVISA pode nao ser suficientes para avaliar a reprodutibilidade das matérias-primas, abrindo
perspectivas para complementar as analises por espectroscopia vibracional (FTIR), técnica mais
precisa e de facil manuseio, para caracterizar o perfil espectral das matérias-primas e complementar
os parametros fisico-quimicos do controle de qualidade. Vale ressaltar que a margem entre valores
minimos ¢ maximos dos testes fisico-quimicos exigidos pela ANVISA ¢é muito grande e isso
poderia comprometer a eficacia terapéutica do produto manipulado pelas possiveis alteragdes
quanto a concentra¢ao do principio ativo nessas formulagoes.

O controle de qualidade se faz necessario para que as demais etapas produtivas sejam
controladas e padronizadas, pois ele abrange desde a aquisi¢do da matéria-prima até o
acompanhamento terapéutico. Segundo a ANVISA, através da Geréncia Geral de Inspecdo de
Medicamentos ¢ Controle de Produtos, vem constatando a inexisténcia no pais de uma literatura
técnica que sistematize os ensaios, processos ¢ materiais utilizados por Laboratoérios de Controle da
Qualidade e de produgdo, no sentido de uniformizar as metodologias empregadas, nas andlises de
controle de medicamentos. Em ocorréncia disto, ¢ imprescindivel a qualificagdo dos fornecedores
para garantir que o produto final atinja os parametros de qualidade especificados no laudo do
fabricante para que seja mantida a reprodutibilidade lote a lote do produto obtido.

As amostras analisadas desempenham importante papel no reparo e na manutengdo da
cartilagem articular, foram comparadas e ndo apresentam diferengas significativas nos testes de
solubilidade e caracteristicas organolépticas entre os lotes analisados em relagdo a farmacia e
fornecedores. Por outro lado, o pH da glucosamina para o Fornecedor 1 foi de baixa
reprodutibilidade, e para o Fornecedor 2 foi de excelente concordancia; enquanto que para a
condroitina sulfato, os valores de CCI foram de baixa reprodutibilidade para ambos.

A ndo uniformidade da composi¢do quimica e as contaminagdes como poeira, entre outros

sdo problemas freqiientes relacionados a qualidade dos insumos farmacéuticos. Assim, torna-se



imprescindivel que todo insumo adquirido pela farmdacia seja analisado por profissionais
capacitados, atestando a autenticidade e a qualidade da matéria-prima.

A densidade da condroitina foi de excelente concordancia e da glucosamina foi de baixa
reprodutibilidade para os dois fornecedores. Os valores de concordancia para os diferentes
fornecedores no pH e para o Fornecedor 1 na densidade, permaneceram ao longo e préximo das
médias das diferencas para a condroitina, sendo estes valores importantes para a concordancia na
analise de Bland-Altman.

Para a amostra de sulfato de glucosamina, os valores de concordancia ora subestimavam ora
superestimavam os valores da farmdcia, contudo, entende-se que mais testes seriam necessarios
para aprovar ou reprovar a matéria-prima, pois ndo houve concordancia satisfatoria com os métodos
utilizados, tendo em vista a amplitude entre os limites de concordancia. Como limitagdes do estudo
esses dados poderiam ser justificados em fungdo da varia¢do na temperatura ambiente (20-25°C)
entre os fornecedores e a farmdacia durante a realizagdo dos ensaios. Convém mencionar que o0s
valores apresentados nos testes se encontraram no intervalo exigido para cada matéria-prima
segundo Martindale (1999) atendendo as Boas Praticas de Fabricagdo da RDC n° 67, de 8 de
outubro de 2007 (Brasil, 2007). E considerado grande avango a implantagio da RDC n° 67,
contudo, observa-se uma caréncia generalizada de informagdes mesmo que ja existam e estejam
disponibilizadas aos profissionais (Malta et al., 2001). Além disso, as estratégias adotadas para a
avalia¢do da qualidade do medicamento deveriam ser mais precisas.

Segundo a Associacdo dos Farmacéuticos Magistrais (Anfarmag), a evolugao de tecnologias
permitiu a farmacia magistral desenvolver métodos que visem minimizar problemas, a partir do
controle de qualidade de matéria-prima, do controle de processos e qualidade em relagdo aos
produtos acabados. As formulas magistrais, em geral, apresentam a mesma concentragdo do
medicamento industrializado, mas também sdo prescritas em outras concentragdes e podem vir
associadas a outros farmacos, como diacereina, paracetamol, antiinflamatorios ndo esteroidais,

codeina entre outros. Portanto, o laboratorio de controle de qualidade ¢ a ferramenta indispensavel



para o crescimento e a consolidagdo do setor magistral, que € perfeitamente possivel a implantagdo
de controle de qualidade nas farmacias magistrais, j& que sua atribuicdo exige operagoes
farmacotécnicas que ndo admitem falhas. Sendo assim, seria imprescindivel adotar outras
estratégias para garantir a qualidade das matérias primas, como a analise das amostras por
espectroscopia vibracional. Assim, possivelmente avaliaria se as estratégias e parametros exigidos
pela ANVISA sdo suficientes para garantir a qualidade das matérias-primas adquiridas nas

farmacias magistrais.
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Legendas das figuras e tabelas

Figura 1. Participagdo da condroitina na constituicio de subunidades de proteoglicanos ¢ o

agregado de proteoglicanos presente na cartilagem articular.

Figura 2. Analise dos parametros fisico-quimicos por Bland-Altman das amostras de glucosamina
sulfato entre a Farmacia e os Fornecedores. (A) pH da amostra entre Farmacia e Fornecedor 1; (B)
pH da amostra entre Farméacia e Fornecedor 2; (C) teste de densidade da amostra entre Farmacia e
Fornecedor 1; e (D) teste de densidade da amostra entre Farmacia e Fornecedor 2. A linha em

negrito ¢ referente a média das diferencas e as tracejadas indicam o intervalo de confianga de 95%.

Figura 3. Analise dos parametros fisico-quimicos por Bland-Altman das amostras de condroitina
sulfato entre Farméacia e os Fornecedores. (A) pH da amostra entre Farmacia e Fornecedor 1; (B)
pH da amostra entre Farmacia e Fornecedor 2; (C) teste de densidade da amostra entre Farméacia e
Fornecedor 1; e ( D) teste de densidade da amostra entre Farmacia ¢ Fornecedor 2. A linha em

negrito ¢ referente a média das diferencas e as tracejadas indicam o intervalo de confianca de 95%.

Tabela 1. Caracteristicas organolépticas e solubilidade da glucosamina sulfato (A) e condroitina

sulfato (B).

Tabela 2. Teste de pH e densidade das amostras de glucosamina e condroitina sulfato entre

Farmacia e Fornecedores 1 e 2. Os dados foram apresentados por média e desvio padrao.

Tabela 3. Analise de Bland-Altman para os Fornecedores 1 e 2 vs Farmacia nos testes de pH e

densidade para as amostras de condroitina e glucosamina sulfato.
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Figura 2
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Figura 3
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Tabela 1.

A
Glucosamina sulfato 1 2 Farmécia
Caracteristicas Y P6 creme a quase .
o Po cristalino branco Po quase branco
organolépticas branco
Facilmente soluvel Soluvel em agua; Soluvel em agua e
e agua; e praticamente praticamente
. praticamente insoluvel em insoltvel em alcool
Solubilidade - , .
insolavel em acetona, alcool e
etanol. alcool isopropilico.
Fornecedores (1 e 2).
B
Condroitina sulfato 1 2 Farmécia

Caracteristicas
organolépticas

Solubilidade

P6 amorfo fino
branco, creme ou
marfim; odor
caracteristico

Soluvel em agua

P64 creme a quase
branco amorfo fino
marfim,
moderadamente
higroscopico

Soluvel em agua

P6 branco; odor
caracteristico

Soluvel em agua

Fornecedores (1 e 2).
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Tabela 2.

Farmaécia Fornecedor 1 Fornecedor 2
(n=50) (n=50)

Glucosamina sulfato
pH 4,078 + 0,56 4,48 £0,55%+ 4,09 + 0,56
Densidade 0,9354 + 0,002 0,9999 + 0,24*+ 0,9389+ 0,014
Condroitina Sulfato
pH 6,43 + 0,54 6,49 + 0,54 6,45+ 0,36
Densidade 0,70 + 0,07 0,70 + 0,07 0,71 + 0,66

pH: * p =0,004 Fornecedor 1 x Farmacia e f p = 0,017 Fornecedor 1 x Fornecedor 2.
Densidade: * p =0,0001 Fornecedor 1 x Farméacia e T p = 0,001 Fornecedor 1 x Fornecedor 2.

Tabela 3.

Fornecedor 1 vs Farmacia Fornecedor 2 vs Farmacia

Média + IC 95% Média + IC 95%
Condroitina Sulfato
pH 0,038 (-1,18a 1,11) 0,079 (-1,50 a 1,34)
Densidade -0,002 (-0,014 a 0,010) 0,001 (-0,009 a 0,011 )

Glucosamina Sulfato
pH 0,356 (-1,24 2 0,53) -0,061 (-0,91 a 0,80)
Densidade -0,065 (-0,114 a 0,016) -0,003 (-0,03 a 0,02)




3. CONSIDERACOES FINAIS



Com o desenvolvimento do presente estudo verificou que no:

- Estudo I: A Chamomilla recutita (L.) Rauschert, popularmente conhecida como camomila possui
em composicdo flavondides, terpenos e polissacarideos que conferem-lhe propriedades emoliente,
antiinflamtéria e antioxidante. A fim de se avaliar a acdo cicatrizante do extrato fluido de Chamomilla
recutita (L.) Rauschert em formulacBes semissélidas, o presente estudo demonstra a analise do efeito
cicatrizante do extrato de camomila em gel e creme em ratos da linhagem Wistar com lesdo incisional
cutanea dorsal e tratados diariamente com gel ou creme de camomila a 10% no periodo de 14 dias. A
analise dos resultados macroscépicos permitiu constatar que o grupo de animais tratados com gel de
camomila a 10% foi mais efetivo no processo de cicatrizagdo da lesdo quando comparado aos demais
grupos experimentais e controle. O protocolo para a obtencdo das formulagSes utilizadas nesse estudo é de
facil aplicabilidade, pois ndo necessita de aparatos tecnoldgicos ou auxilio instrumental para ser
desenvolvido. Em sintese, esse estudo abre novas possibilidades para a extensdo desses estudos e
aplicacdo/indicagdo da camomila a 10% em gel como forma eficiente de reparacdo tecidual, especialmente

em superficiais e pequenas lesdes;

- Estudo Il: As amostras analisadas de condroitina e glucosamina sulfato apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a formulacdo de acordo com as especificacdes estabelecidas
pela farmacopeia como requisito minimo dos testes fisico-quimicos exigidos pela ANVISA. Entretanto, cabe
complementar com estratégias experimentais mais precisas, como as analises de FTIR, para confirmar os
dados obtidos quanto a reprodutibilidade e concordancia das amostras analisadas, podendo assim,
correlaciond-las com os parametros ja avaliados de acordo com os requisitos da ANVISA para avaliar se
estes sao suficientes para garantir a qualidade das matérias-primas adquiridas nas farmacias magistrais sem

comprometer a eficacia terapéutica do produto manipulado.
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ANEXO A

Parecer do Comité

UN’NOVE Comissio de Etica no Uso de Animais- CEUA — UNINOVE
®o® . e Av. Francisco Matarazzo, 612 — Prédio C — Térreo

Universidade Nove de Julhe  CEUR@uninove.br

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® mimero da folha de rosto 0033/2010

Titulo do Projeto:

AVALIACAO MACROSCOPICA DO INDICE DE CICATRIZAGAO CUTANEA DO
EXTRATO FLUIDO DA Chamomilla recutita (L.) RAUSCHERT EM FORMULAS
MAGISTRAIS SEMISSOLIDAS

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Silva Co-orientadora: Fernanda Blini Marengo
Malheiros

[Aluno: Angélica Da Cruz Garcia; Laisa Marques A. Souza |

v '

Objetivos:

GERAL: Avaliar a agéo cicatrizante do extrato fluido de Chamomilla recutita (L.) Rauschert
em formulagdes semissolidas, garantindo & populagfo uso seguro de plantas medicinais.

OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar e comparar o efeito cicatrizante a partir do extrato fluido de Chamomilla recutita (L.)
Rauschert utilizando as formas farmacéuticas de gel e creme base, ampliando as opg¢des terap€uticas
aos usudrios, com garantia de acesso aos fitoterdpicos, com seguranga, eficicia e qualidade, na
perspectiva da integralidade da aten¢@o a satde, considerando o conhecimento tradicional sobre as
plantas medicinais.

Objetivo descrito claramente.

METODO:
distribuidos em cinco grupos de iguais niimeros:
» Grupo 1 (controle): animais submetidos a ferida incisional e ndo tratados com Chamomilla
recutita (L.) Rauschert, (n=05 ratos)
» Grupo II (camomila gel & 10%): animais submetidos a ferida incisional e tratados com gel de
Chamomilla recutita (L.) Rauschert. (n=05 ratos)
» Grupo I1T (gel base): animais submetidos a ferida incisional e tratados com gel base e auséncia
do extrato fluido de Chamomilla recutita (L.) Rauschert. (n=05 ratos)
» Grupo IV (camomila creme & 10%): animais submetidos & ferida incisional e tratados com
creme de Chamomilla recutita (L.) Rauschert. (n=05 ratos)
» Grupo V (creme base): animais submetidos 2 ferida incisional ¢ tratados com creme base e
auséneia do extrato fluido de Chamomilla recutita (L.) Rauschert. (n=05 ratos)

Apos a anestesia, cada rato serd submetido 4 tricotomia na regidio dorsal com tosquiador
elétrico com 4rea aproximada de 5cm, poupandoe musculos adjacentes, e serd delimitada a érea na
regido tricotomizada e o segmento circular de pele serd removido. A quantidade de gel ¢ creme de
Chamomilla recutita (L.) Rauschert aplicada no dorso de cada animal sera de 1g. Para uma melhor
absorcdo, as formulagbes serfio friccionadas no local por 30 vezes.

Decorrido o periodo pré-estabelecido de 3, 7 e 14 dias de cicatrizagdo, os grupos serdo
submetidos a exame macroscdpico ¢ avaliag8o do indice de cicatrizago cuténea.

Os dados estatisticos serfo analisados através do teste “t” Student para comparagdo entre 0s
grupos tratados e niio tratado, considerando nivel de significincia p<0,05. O programa estatistico
serd o Prism 5.0.
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métodos e procedimentos estdo claros

Animais (procedéncia, raga, linhagem, niimero de animais, peso, sexo): : A amostra sera de ratos
adultos, machos, da linhagem “Wistar” provenientes do Biotério Central das Faculdades
Adamantinenses Integradas — FAT ~Adamantina-SP, com peso aproximado de 300g

Condicées de alojamento e nutrigio:

Os animais serdo distribuidos por grupo em caixas especificas para ratos, mantidos sob condigdes
ambientais controladas.

Falta descrever em quais condigdes de controle serdo mantidos os animais, descreve condicoes
controladas, mas quais ?

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: nfo consta

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico(incluir dose e vias de administra¢io):
Os animais serfio submetidos a anestesia com Xilasina® e Ketamina® na proporgao de 1:1, na dose de
0,1mL para cada 100g de massa corpérea do animal (ALBERTI, et al., 2008)

Dentro das normas exigidas.

Eutandsia:
Apbs o experimento (14°dia), os animais dos cinco grupos experimentais serdo sacrificados
com uma dose excessiva de anestésico.
Embora esteja dentro da legislagdo, talvez o pesquisador possa utilizar CO2 ji que
contamos com o equipamento,

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto:

A OMS, em 1978, oficialmente reconheceu o uso de medicamentos fitoterdpicos com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. No Brasil, os laboratérios
privados produzem cada vez mais produtos, com aumento estimativo de 20% ao ano. Neste contexto,
a busca por substancias existentes na natureza tem mostrado alto potencial para o tratamento interno e
tépico (CHANDA et al., 1994).

a pertinéncia e valor cientifico estdo claros.

Apresentado a este Comité para anilise ética, foi considerado:

() Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta
Secretaria.

(x ) Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas,
¢ iniciar a coleta de dados somente apés a aprovacdo do projeto por este Comité.
( ) Nao-Aprovado

Sio Paulo, 01 de dezembro de 2010.

N Jose. Alnectl L2320 yfoc
Prof.Dra. Maria Antonietta Leitdo Zajac
Presidente da Comissdo de Eticano Uso de Animais da

Universidade Nove de Julho
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Laudos dos fornecedores para verificar a conformidade das matérias-primas.

NATURAL PHARMA®

Produtes Farmacéuticos Ltda.
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_CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

——

Autorizagdo de Funcionamento M.S.: 1.01284-7 Autorizacéo Especial de Funcionamento M.S.: 1.20182-2

Lote

Formula: ESTRUTURAL SOMENTE PM:
NCM ¢ 3001.20.80

: SN-CSS-112404

Origem: Canada
Procedencia: Uruguai

Fabric.: 11/2004

Validade: 11/2007,

Analige: 00022330 16/03/2005

DCB: 02024.02-0 CARS: SEM DADOS

Categoria Terapeutica: ANTIHIPERLIPOPROTEINEMICO/

—Advertencias . ‘,‘.
|_5.Nac deixar entrar em contato com olhos, pele ou nariz 6.Utilizar Oculos de Protauiu |
Ensaio T Especificacac T Resultado——
|*nzsca:¢l\o | PO AMORFO FINO MARFIN, MODERADAMENTE HIGROSCOPICC | DE ACORDO |
| *SOLUBILIDADE | SOLUVEL EM AGUA | DE ACORDO |
| *IDENTIFICAGRO | B) TESTE PARA SODIO | DE AcORDO |
x| | CLARIDADE E COR DA SOLUGAO (SOL. 2,5g:50ml AGUA A | |
| | 420nm) :abs. NO MAX. A 0,35 | |
| | POR ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO | |
| *PERDA P/SECAGEM | 105°C POR 4 HORAS: PERDE NO MAXIMO 10, 0% | 2,68% |
| *DOSEAMENTO | 90,0 - 105,0% | 93,9% |
| *DENSIDADE RPARENTE 0,474 g/ml |
| *PR . ., 5,55. |
| *MICROBIOLOGIA | CONTAGEM TOTAL: < 10(3) UFC/g < 10 UFC/g \
= | CONTAGEM LEVEDURAS E BOLORES: < 10(2) UFC/g < 10 UFC/g |
| * | PSEUDOMONAS AERUGINOSA: AUSENTE AUSENTE/1lg \
| | STAPHYLOCOCCUS AUREUS: AUSENTE \
| SALMONELLA SP: AUSENTE }
| COLIFORMES TOTAIS: AUSENTE i
| COLIFORMES FECAIS (E.COLI): AUSENTE Aot
| Emsaios adicionais realizados pelo fabricante: g E
S0DIO | < 0.5%
PROTEINAS 1.2% 0
ENXOFRE 6,1% Kpiing
| NITROGENIO | 3% |
| GORDURA | | 1% |
METAIS PESADOS | | < 2 ppm
ARSENICO | | < 2pPM |
RESIDUO IGNIGAO | | 25.2% |
_ROTAGHO OPTICA | [Er 20 4 300 £ angi
Monografia :+ USP 27 PAG.1980

LAUDO ORIGINAL FABRICANTE

LAUDC LABORATORIO TERCEIRIZADO CUMPRE COM USP 27
MICROBIOLOGIA CUMPRE COM METODOS DE CONTROLE DE QU
ALIDADE PARA PLANTAS MEDICINAIS, 1998/ USP 27/ FAR
MACOPEIA BRASILEIRA 4° Edigdo

Nomenclatura i USA Bovine Chondroitin Sulfate (tragueia bovina)
Parecer Tecnicoc : DENTRO DOS ITENS PESQUISADOS, O LOTE CUMPRE COM AS ESPECIFICACCES
n!s-ll:%-:;;" assinalades fcram realizados no Laboratorio de Controle de Qualldade DEG e ox denais estac en conformidede ofo Certif.de Analise do Pabric
0

';1

\}

&-
iy
gk
%

~»
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Farmacéutica Respansével

Dra. Patricia Giarreta Rial Dias
FarmacButica Co-responsavel

Dr. Ricardo Acacio ﬂornelas!'
Farmacéutico Cosresppnsével |

CRF-SP: 25.721 CRF-SP: 31.746 CRF-SP: 21593 {
As assinaturas sa4 validas somente quando acompanhaday de nota lisca e e
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NATURAL PHARMA®

Produtos Farmacéuticos Ltda.

NATURAL PHARMA
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akpH sol. % BB - BLO 4.4
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CLORETO 13 .1 = iTeiee I
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FERIG PiEX. 10 FEM < LOFE
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ROTACAD ESPECTEICA R R E Y #5500
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HODTO EASGA TESTE DE ACORDO

Al THE. MICROBTOLOGIOA

COMTAGEM TOTAL, DE BACT. e, OGO LIFCAG = 30 LFCAG
FUMGOS E LEVEDURAS X, 100 UFC/G 44 UFCAG
E L COLT MELGAT LV BEZGAT NG
Sl PMOMELLA MEGATIVO MEIGE TV

COMCLASAD 2 AFROVADD DE. ACORDD COM AS ESFECIFICACOES DO FABFRICANTE. |
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Efeito cicatrizante do extrato
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Cicatrizant effect of the fluid extract of Chamomile recutita (L.)
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lesions in rats
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Resumo

Introducdo: A Chamomilla recutitn (L) Rauschert é popularmente conhecida
como camomila. Seu éleo essencial apresenta efeito calmante, anti-inflamatério,
analgésico e cicatrizante. Objetivo: Neste estudo, avaliou-se, macroscopicamen-
te, o indice de cicatrizagdo cutanea em ratos do extrato fluido da camomila em
formulagoes semissolidas. Métodos: Ratos machos Wistar (n=5/grupo) foram
submetidos a incisdo cutinea dorsal e tratados diariamente com gel ou creme
contendo extrato fluido de camomila, somente gel ou creme (controles). As lesdes
foram analisadas macroscopicamente e mensuradas, e o indice de cicatrizagdo
foi determinado e os resultados expressos em média e desvio-padrao seguidos
do teste ANOVA. Resultados: A camomila a 10%, manipulada em gel, apresentou
agao cicatrizante mais efetiva em relagao ao creme, principalmente na fase inicial
do tratamento. Conclusao: Esse estudo abre novas perspectivas para a extensao
da aplicagao/indicacdo da camomila em gel como forma eficiente de reparar os
tecidos, especialmente em superficiais e pequenas lesoes.

Descritores: Cicatrizagdo; Camomila; Fitoterapia.

Abstract

Introduction: The Chamemilla recutita (L) Rauschert is popularly known as cham-
omile. Chamomile essential oil presents calmative, anti-inflammatory, analgesic
and cicatrizant effects. Objective: In this study, the cutaneous cicatrizant index
of the fluid extract of chamomile in semi-solid formulations was macroscopi-
cally evaluated in rats. Methods: Wistar male rats (n=5 per group) were submitted
to cutaneous incision on the back, and daily treated with gel or cream contain-
ing fluid extract of chamomile, only gel or cream (controls). The lesions were
macroscopically analysed and measured. The cicatrizant index was determined,
and the results were expressed as media and standard deviation followed by
ANOVA test. Results: It was verified that the cicatrizant action of chamomile gel
was higher than cream mainly in the initial phase of the treatment. Conclusion:
This study open new perspectives for the expansion of chamomile gel uses and
indication as an efficient way of tissue reconstitution, especially in non-extensive
and deep lesions.

Key words: Chamomile; Phytotherapy: Wound healing.

425

SDOISDY
SDPUID



426

Introdugdo

O Brasil é o pais que detém a maior parce-
la da biodiversidade de plantas medicinais do
mundo, e seu povo tem considerdvel conheci-
mento sobre elas, o qual é passado de geragao
a geracao'. Entretanto, apenas 8% das 60.000
espécies vegetais catalogadas foram estudadas
para andlise de seus compostos bioativos, e des-
sas espécies classificadas, 1.100 foram avaliadas
quantos as suas propriedades medicinais®.

Ainda, as substidncias existentes na na-
tureza tém mostrado alto potencial para o
tratamento e amenizacdo de enfermidades,
resultando na crescente disponibilidade dos
fitoterdpicos no mercado comercial. Com o de-
senvolvimento da tecnologia aliado ao interes-
se em confirmar o conhecimento em medicina
popular, observa-se maior aten¢do dos pesqui-
sadores nos estudos cientificos a respeito do
potencial terapéutico das plantas medicinais®.
A utilizagdo de matérias-primas de origem na-
tural ganhou popularidade e, entre elas, podem
ser citados os extratos vegetais e seus derivados
que, incorporados nas formulagoes, agregam
bioatividade e funcionalidade®.

A forma farmacéutica, constituida de ad-
juvantes farmacotécnicos e componentes far-
macologicamente ativos, é o estado final de
como o medicamento se apresenta. De acordo
com tal forma, tem-se a via de administra-
¢do mais adequada levando em consideragdo
a eficicia e a seguran¢a do componente ativo.
Entretanto, a grande desinformagéo relaciona-
da as plantas, além da mé qualidade dos produ-
tos consumidos e da precariedade dos comer-
cializados, vem comprometendo a real eficdcia
e a seguranga dos produtos fitoterdpicos no
Brasil®. Segundo a Organiza¢io Mundial de
Saude (OMS), 80% da populagdao de paises em
desenvolvimento sdo tratadas por meio da me-
dicina popular e, desse total, 85% usam algum
tipo de erva na busca do alivio de doengas; ain-
da, desse total, somente 30% por indicagdo mé-
dica. Convém ressaltar, todavia, que as plantas
medicinais exercem efeito farmacolégico rele-

vante e de interesse econémico, mas, como nao
estao isentas de efeitos adversos, requerem cui-
dados e orientac¢des especificas.

A fitoterapia foi colocada em destaque em
relagao a alopatia por ser um método barato e
ndo agressivo, mas pode causar efeitos colate-
rais quando usada de maneira incorreta, ou seja,
quando a dose ingerida pelo individuo for exces-
siva ou a por¢ao da planta utilizada for errada,
acarretando no preparo incorreto do produto.
Assim, os fitoterapicos se constituem em mais
uma opgdo terapéutica com amplo espectro de
acao e custo possivelmente mais acessivel. O co-
nhecimento dos aspectos de atividade biolégica
do vegetal é requisito essencial para a transfor-
macgao da planta medicinal no produto fitote-
rapico. Entre as diversas espécies vegetais uti-
lizadas na terapéutica, destaca-se a Chamomilla
recutita (L.) Rauschert, (sin.:Matricaria chamomilla
L), popularmente conhecida como camomila ou
camomila-alema®. A camomila é uma erva ori-
gindria da Europa, aclimatada no Brasil, perten-
cente a familia Asleraceae’, sendo os capitulos
florais, secos ao ar e conservados ao abrigo da
luz, as partes do vegetal que contém camazule-
no e alfa-bisabolol utilizados para fins terapéu-
ticos, alimenticios e cosméticos®.

O dleo essencial da camomila, produto ob-
tido por acdo do calor, apresenta efeito calmante,
anti-inflamatério, analgésico, antiespamédico,
cicatrizante e fitocosmético”'’. Sua composigao é
rica em flavonoides, terpenos e polissacarideos
que lhe conferem propriedades emoliente, anti-
inflamatéria e antioxidante®. A fim de avaliar a
agao cicatrizante do extrato fluido de Chamomilla
recutita (L.) Rauschert em formulagdes semisso-
lidas, neste estudo, demonstra-se a analise do
efeito cicatrizante do extrato de camomila em gel
e creme em ratos da linhagem Wistar com lesdo
incisional cutinea dorsal, tratados diariamente
com gel ou creme de camomila a 10% no periodo
de 14 dias. Ressalta-se que o extrato fluido é ob-
tido sem a acdo do calor sobre a matéria-prima
(de origem vegetal, aqui no caso a camomila),
assim seus principios ativos sao exatamente os
mesmos encontrados nos fairmacos respectivos.



Material e métodos

Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos
adultos machos da linhagem Wistar com apro-
ximadamente 300 g (n=25), provenientes do
Biotério Central Convencional das Faculdades
Adamantinenses Integradas, FAI, Adamantina-
SP. Os animais foram mantidos com acesso livre
a alimentagdo e a dgua, permanecendo sob foto-
periodo a um ciclo luz-escuro de 12 horas cada.
O manuseio e os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as orientacoes
do Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
(COBEA) ¢ as normas do Comitéd de Ftica em
Experimentagdo Animal da Universidade Nove
de Julho, Sao Paulo-SP.

Preparo do extrato fluido de
camomila a 10%

O extrato fluido hidroalcodlico de camo-
mila foi obtido a partir de 250 g de flores de
camomila secas, acrescido de 700 mL de &lcool
a 92 °GL e 300 mL de agua destilada. Para me-
lhor extragdo dos principios ativos, essa solugio
permaneceu ao abrigo da luz e em temperatura
ambiente, sendo, ap6s 15 dias, filtrada para ob-
tengao do extrato fluido — solugao estoque.

Para o preparo de creme e gel de camomila
a 10%, utilizou-se o fator de correcéo 4, que cor-
responde a 100% dividido pela concentragido da
solugdo estoque. Assim, foram utilizados 40 mL
da solugdo estoque de camomila e quantidade
suficiente para 100 g gel de carbopol (carbopol
1%; nipagin 0,15%; propilenoglicol 8%; trieta-
nolamina q.s. e dgua destilada q.s.p.) ou creme
base Polawax (cera Polawax 8%; vaselina liquida
8%; nipazol 0,05%; nipagin 0,15%, glicerina 6%;
e dgua destilada q.s.p.), obtendo-se entio o gel
de camomila a 10% e creme de camomila a 10%,
respectivamente.

Segundo Martindale', o extrato de camo-
mila é utilizado em estagios iniciais da inflama-
cao. L possivel que o uso desse extrato na con-

centracao de 10% pode ter sido imprescindivel
na antecipagdo do processo de cicatrizagao.

Tratamento

Os animais foram mantidos em caixas es-
pecificas para ratos, sob condi¢oes ambientais
controladas. Duas horas antes do experimento,
a racdo e a agua foram retiradas. Na sequéncia,
os animais foram submetidos a anestesia com
Xilasina® e Ketamina® na proporgao de 1:1, na
dose de 0,ImL, para cada 100 g de massa corpo-
rea do animal®. Em seguida, realizou-se tricoto-
mia na regiao dorsal com area aproximada de 5
cm, poupando musculos adjacentes em todos os
ratos. Ap6s a delimitagao da drea tricotomizada,
os animais foram submetidos a tnica ferida in-
cisional longitudinal com auxilio de tesoura de
1 cm de didmetro e o segmento circular de pele
foi removido. Posteriormente, os animais foram
distribuidos em cinco grupos (n=5/grupo): gru-
po controle, sem tratamento; grupo gel base,
tratados com gel de carbopol sem a presenga do
extrato fluido de camomila; grupo creme base,
tratados com creme Polawax sem a presenca do
extrato fluido de camomila; grupo gel de camo-
mila a 10%, tratados com gel (gel de carbopol)
acrescido de camomila a 10%; e grupo creme
de camomila a 10%, tratados com creme (creme
Polawax) de camomila a 10%.

As lesdes foram tratadas diariamente com
gel base, creme base, gel de camomila ou creme
de camomila e analisadas por 14 dias, apés 1, 3,
7 e 14 dias da lesdo dorsal. A quantidade de gel e
creme de Chamomilla recutita (L.) Rauschert apli-
cada no dorso de cada animal foi 1 g. As formu-
lagoes foram friccionadas, com o dedo indicador
protegido com luva cirtargica, no local da lesao,
por 30 vezes, para aumentar a absorcao.

Andlise macroscopica das lesoes e
indice de cicatrizagdo

Todos os grupos experimentais foram sub-
metidos ao exame macroscopico do processo de
cicatrizagdo, apds 3, 7 e 14 dias do procedimento
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de indugdo da ferida dorsal cutanea. Na analise
macroscopica, as lesdes foram examinadas para
verificar a presenca de hemorragia, de extensao
de crostas (total, parcial ou ausente), de secregdo
e de reparacéo tecidual (completa, parcial ou au-
sente). As observagdes foram registradas com a
captura de imagens, utilizando uma cdmera foto-
grafica digital (modelo Samsung S760). A evolu-
¢do do processo de cicatrizagao foi acompanhada
em todos 0s grupos e nos mesmos tempos experi-
mentais a partir da medida do didmetro da lesao,
com o auxilio de um paquimetro (cm). Os valores
obtidos foram utilizados para calcular o indice
de cicatrizagao (IC) que expressa a porcentagem
de reparagdo tecidual, sendo inversamente pro-
porcional a medida do didmetro da lesao. Para
determinar a velocidade do processo de cicatri-
zacdo, considerou-se a relagdo entre a medida do
diametro da lesdo (cm) e o tempo (dias) em cada
grupo experimental. Apés o periodo de 14 dias
de anilise, os animais foram sacrificados com
dose excessiva de anestésico na proporgao de 3:1.

Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média e des-
vio-padrdo. A significdncia das diferengas entre
as médias foi estabelecida pela analise de vari-
ancia (ANOVA), e do teste estatistico Bonferroni,
considerando-se a probabilidade minima de
p<0,05. As andlises estatisticas foram realiza-
das com o auxilio do software GraphPad Prism
Version 5.0.

Resultados

A andlise macroscépica do dorso dos ratos
tratados mostrou evolugao da reparacao tecidual
do ferimento cutaneo, auséncia de hemorragia e
secre¢do purulenta nos diferentes tratamentos
e nos diferentes tempos. Durante a cicatrizagao
houve exsudagdo plasmdtica da lesao cutdnea,
evoluindo para tecido de maturacao e cresci-
mento de pélos ao redor da incisdo de todos os
animais (Figura 1).

Confrole Gel base

Creme base

Gel de camomila Creme de camomila
10% 10%

Figura 1: Andlise macroscépica representativa das lesées cutdneas dos animais apés 3, 7

e 14 dias de tratamento didrio com gel base, creme base, gel de camomila a 10% e creme de
camomila a 10% a partir da lesdo. Ratos Wistar machos (n=5/grupo) foram submetidos & unica
ferida incisional de 1 cm e o segmento circular de pele foi removido. Aumento: 10x.



Na anélise do didmetro da lesao para ava-
liar o processo de cicatrizagao no diferentes
tratamentos, verificou-se que houve diferenga
significativa entre os grupos tratados com cre-
me base (p<0,05) e creme de camomila a 10%
(p<0,05) em relagio ao controle, assim como, en-
tre o gel e creme de camomila a 10%, apés 3 dias
de tratamento (p<0,01). Ap6s 7 dias de tratamen-
to, observou-se apenas diferenca significativa
entre os grupos tratados com gel de camomila
a 10% e creme de camomila a 10% (p<0,001). Aos
14 dias de tratamento, observou-se que o grupo
tratado com gel de camomila a 10% apresentou
diferengas significativas em relacdo aos grupos
controle e tratados com creme de camomila a
10% (p<0,01). Em sintese, esses resultados de-
monstram que o gel de camomila a 10% apre-
senta maior efetividade na reparagao tecidual ao
longo de 14 dias a partir das lesoes induzidas

1.5 P
*
] ey

Diametro da lesdo [cm]

nos ratos. Esses dados podem ser observados na
Figura 2, a seguir.

A Tabela 1 ilustra a velocidade em fungao
do tempo (dias) das lesdes ap6s os diferentes tra-
tamentos. Os dados indicam que a velocidade de
cicatrizagdo foi maior nos primeiros dias apos a
aplicacao das diferentes formulagées. Além dis-
so, verificou-se que a rapidez da cicatrizagdo nos
animais tratados com o gel de camomila a 10%
foi superior a velocidade com que cicatrizaram
as lesoes dos ratos que receberam o creme de ca-
momila a 10%.

O grupo controle nao recebeu tratamen-
to. Valores expressos em centimetros por dia
(cm/d) em média e desvio-padrao. *p<0,05: cre-
me base versus controle (3 dias); “p<0,05: creme
de camomila versus controle (3 dias); **p<0,01:
gel de camomila versus gel de camomila (3 dias);

***p<0,001: gel de camomila versus creme de ca-

3 Controle

1 Gel base

3 Creme base

3 Gel de camomila a 10%
1 Creme de camomila a 10%

0.0 T T
1 3

7 14

Tempo (dias)

Figura 2: Diametro das lesbes cutdneas [cm] dos animais nos dias 1, 3, 7 e 14 dos tratamentos

a partir da leséo

Valores expressos em média e desvio-padrao. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (Teste ANOVA seguido de

analise de Bonferroni).
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Tabela 1: Velocidade de cicatrizagdo dos
animais submetidos & lesdo cutdnea dorsal
nos dias 3, 7 e 14 apds tratamento didrio
com gel base, creme base, gel de camomila
a 10% ou creme de camomila a 10%

tid) 3 7 14
Controle 0,367+ 0,120 0,029+
(cm/d) 0,047 0,016 0,011
Gel base 0,413+ 0,123+ 0,029+
(cm/d) 0,018 0,016 | 0,005
§ Creme base | 0,367+ | 0,106+ | 0,023+
3 (cm/d) 0,024 | 0016 | 0,003
[}
ca'?]i'”‘jifa , | 0413+ | 0137+ | 0,029¢
$5 vas 4
10% (omr) | 0:018% | 0,008 0,007
cg:sg"n‘:“‘lea 0,353+ | 0,106+ | 0,016%
1.3 . #i
10% (om/a) | 0038 0,013 | 0,006

momila (7 dias); ** p<0,01: gel de camomila ver-
sus controle (14 dias); "p<0,01: gel de camomila
versis creme de camomila (14 dias).

Discussdo

Apesar de neste estudo ter sido avaliado
somente o efeito macroscopico do potencial ci-
catrizante da camomila associada a formulagoes
semissdlidas, os resultados sugerem, a partir
das medidas do didmetro das lesdes, que o gel
de camomila a 10% foi mais efetivo em relagao
aos demais tratamentos na reparacdo tecidual.
As lesdes dos ratos do grupo gel de camomila
apresentaram contra¢do e reparagdo macrosco-
picas mais precoces que as dos animais dos ou-
tros grupos, embora tenha sido observado que,
apos o término do tratamento (14 dias), todos os
animais analisados apresentaram a mesma re-
paracao parcial das lesdes.

Um aspecto importante a ser apresentado
é que o gel de camomila mostrou acelerar o pro-
cesso de cicatrizagao da pele previamente lesa-
da. Deve-se levar em conta que tanto o creme
base quanto o gel base foram eficazes no pro-
cesso de cicatrizagdo das lesdes no inicio do tra-
tamento; porém, com menor efetividade que o
gel de camomila. As caracteristicas umectantes

e hidratantes do gel base e creme base auxiliam
a cicatrizacdo e justificariam as observagoes
aqui relatadas. Por outro lado, a avaliagdo do
uso do creme com extrato fluido de Chamomilla
recutita, em lesdes cutdneas abertas de ratos, foi
semelhante ao controle no aspecto macroscé-
pico. Além disso, ressalta-se que em nenhuma
das formulagoes provocaram irritacdo cutanea
quando aplicadas na pele intacta.

O processo inflamatério é caracterizado
pela presenca de exsudato inflamatério, vaso-
dilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de plasma, hemacias, leucdcito,
neutréfilos e mondcitos, seguida da presenca de
macroéfagos'?, sendo a fase subsequente a remo-
delagdo. A reparagao tecidual apresenta varias
fases com caracteristicas préprias que se desen-
volvem concomitantemente®. Apés a retirada do
fragmento de pele ocorre a formagdo de solugao
de continuidade que é preenchida inicialmente
por fibrina, codgulo e exsudato inflamatério,
formando a crosta que recobre a ferida™ ™.

O extrato fluido de camomila foi o escolhi-
do a partir dos relatos populares e cientificos de
seu potencial cicatrizante. Ainda, a facilidade de
uso, ou seja, 1 grama da droga vegetal ser cor-
respondente a 1 mL do extrato fluido justificam
esse estudo. Segundo Martindale", o extrato de
camomila é utilizado em estdgios iniciais da
inflamagao. E possivel que seu uso na concen-
tracao de 10% pode ter sido imprescindivel na
antecipacdo do processo de cicatrizagdo. Ainda
é provavel que em outras concentragoes a ca-
momila possa ser mais efetiva ou que apresente
outros efeitos farmacoldgicos. Outras indicagoes
do dleo essencial da camomila sdo calmante,
anti-inflamatério, analgésico, antiespamadico,
carminativo, cicatrizante e emenagogo; ¢ tam-
bém utilizado em célicas intestinais, além da
fitocosmética.

Possiveis alteragbes nas matérias-primas,
como procedimentos de extragao e isolamento,
composicao quimica, transporte, condigdes de
armazenamento e temperatura podem influen-
ciar na eficacia terapéutica. O grande nimero de
composicoes quimicas dos extratos fitoterdpicos



também pode causar instabilidade as formula-
¢des. A segurancga e a eficdcia dos fitoterapicos
devem ser definidas para cada produto, pois de-
pendem de diversos fatores, tais como a meto-
dologia de obtengdo dos extratos, a formulagdo
e a forma farmacéutica do produto final, testes
toxicolégicos e clinicos'.

A padronizagao das condigdes e a verifica-
¢do in vivo da eficiéncia farmacolédgica torna-se
essencial para a reprodutibilidade dos resulta-
dos. Novas utilizagdes de tecnologias ja usadas
em outras dreas do conhecimento, como espec-
trometria de massas, cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) e Fourier Transform
Raman (FT-Raman), podem auxiliar nas avalia-
¢oes de eficacia e reprodutibilidade terapéutica
das matérias-primas.

Assim, sugere-se a possibilidade de rea-
lizagdo de um experimento no qual os animais
fossem submetidos a duas incisdes cutaneas
dorsais, das quais em uma delas seria aplicada
a forma farmacéutica de interesse e a outra se-
ria o controle negativo experimental do préprio
animal. Isso poderia minimizar as variagGes
experimentais e otimizar a verificagdo do efeito
cicatrizante da camomila. Além disso, a analise
histopatolégica dos tecidos em diferentes tem-
pos poderia auxiliar a evidéncia do efeito cica-
trizante antecipado observado macroscopica-
mente apds o tratamento com gel de camomila,
jd que permite visualizagdo dos elementos celu-
lares que antecedem a cicatrizagdo, entre elas o
recrutamento de células inflamatdérias.

Ressalta-se que, entre os dias 1 e 3 da in-
dugdo da lesdo e posteriores tratamentos, obser-
vou-se que, mais de 85% dos animais de todos os
grupos experimentais, mostrou aumento dos di-
aAmetros das lesdes comparadas a medida inicial
de 1 cm. Essa alteracao das medidas das lesGes
pode ser justificada pelo fato de que as feridas
abertas sdo submetidas a processo de retragao
na tentativa de reparar a lesdo. Sabe-se que as
sequéncias de eventos biolégicos, dinimicos e
complexos que ocorrem ap6s a lesdo visam pro-
mover o reparo'.

A legislagao em vigor, Resolucao RDC n°
48 de 16 de marco de 2004, visa regulamentar e
oficializar o desenvolvimento e o uso de fitote-
rdpicos, de modo a contrapor a expressao “[...]
o que é natural nao possui efeitos colaterais
[...]” Diversos autores tém demonstrado que as
plantas medicinais possuem efeitos indesejdveis
e muitas vezes toxicos'” ®. A auséncia de infor-
macgio nao necessariamente significa auséncia
de toxicidade ou contraindicagao, mas pode es-
tar associada a falta de estudos a esse respeito.
Diante disso, neste estudo, destaca-se a impor-
tincia dos conhecimentos das bases farmacotéc-
nicas para facilitar aplicacdo do produto final
e garantir sua eficicia terapéutica, ressaltada
pelos resultados das formas farmacéuticas se-
missdlidas bésicas e incorporadas com extratos

fitoterdpicos', como o de camomila.

Conclusdo

A anilise dos resultados permitiu consta-
tar que o grupo de animais tratados com gel de
camomila a 10% foi mais efetivo na aceleracao
do processo de cicatrizacdo da lesao, quando
comparado aos demais grupos experimentais e
controle. O protocolo para a obtengdo das for-
mulagdes utilizadas neste trabalho é de facil
aplicabilidade, pois nao necessita de aparatos
tecnolégicos ou auxilio instrumental para ser
desenvolvido. Em sintese, este estudo abre no-
vas possibilidades para a extensao de pesquisas
e aplicagdo/indicagdo da camomila a 10% em gel
como forma eficiente de reparagdo tecidual, es-

pecialmente em superficiais e pequenas lesoes.
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