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Impacto potencial desta pesquisa

Esta pesquisa apresenta impacto positivo na é&rea cientifica, técnico, social,
econOmico, educacional e cultural. Por apresenta-se como uma pesquisa inovadora e
multidisciplinar, na area de Farmacia, Ciéncia animal e Veterinaria, abrangendo as
linhas: farmacognosia, fitoquimica, farmacotécnica, farmacologia, farmacodinamica e

comportamento animal.

Potential impact of this research

This research has a positive impact in the scientific, technical, social, economic,
educational and cultural areas. By presents it self as an innovative and multidisciplinary
research, in the area of Pharmacy, Animal Science and Veterinary Science, covering
the lines: pharmacognosy, phytochemistry, pharmacotechnics, pharmacology,

pharmacodynamics and animal behavior.
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“Lute com determinacéo, abrace a vida com paixdo, perca com classe e vengca com
ousadia, porque o mundo pertence a quem se atreve e a vida é muito bela para ser

insignificante.”

Charles Chaplin
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CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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ATESTADO DE MATRICULA
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ESTUDO FARMACODINAMICO DO EXTRATO DE CAMOMILA

ADMINISTRADO TOPICAMENTE EM RATOS

RESUMO - A Matricaria recutita, popularmente conhecida como camomila,
refere-se a uma planta medicinal milenarmente utilizada pela populacéo, estudada e
registrada na literatura a partir de sua atividade ansiolitica e antidepressiva. Entretanto,
no que se refere ao uso da do extrato de camomila por via topica para obter acdes
ansioliticas ou sedativa leve, ndo existem estudos na literatura, até agora. Inicialmente foi
obtido o extrato seco de camomila, feita a caracterizacdo do perfil fitoquimico. Foram
realizadas analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM), além disso,
foi realizado o isolamento de composto do extrato de camomila por cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex LH-20, seguido de CLAE-DAD em coluna semi-
preparativa, seguida da caracterizacdo destes compostos por ressonancia magnética
nuclear. Na etapa de incorporacdo do extrato de camomila em veiculo para formulagéo
tépica, foi realizado teste de solubilidade em 6leo, incorporacdo do extrato em uma
formulacdo transdérmica, analise de reologia e estabilidade preliminar. A avaliacdo
farmacodinamica da formulacédo foi avaliada em experimentacéo animal, sendo utilizados
120 ratos machos. Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais, sendo
grupo controle (GC); grupo controle positivo, com administracdo de diazepam (GCP);
grupo tratamento com extrato 36 mg/Kg (GTss); grupo tratamento com extrato 72 mg/Kg
(GT72) e, o grupo tratamento com o isolado z-dicicloéter 9 mg/Kg (GT Zp). Administracao
aconteceu por via topica. O teste realizado foi o Labirinto de Cruz Elevada, e os animais
avaliados conforme o tempo de permanéncia em ambos os bracos (aberto e fechado) e
namero de entradas e saidas, durante cinco minutos. As avaliacdes aconteceram em
quatro momentos. Os dados consistentes com uma distribuicdo normal foram avaliados
por analise de variancia univariada (One-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de teste-t),
utilizando-se o software Sigmaplot®. As diferencas foram consideradas significativas para
valor de p < 0,05. Andlise fitoquimica, apresentou composto majoritario distinto de seu
marcador padronizado pela farmacopeia, apigenina-7-O-glicosideo, identificado como z-
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dicicloéter. A escolha dos componentes do veiculo foram: goma guar e 6leo de alecrim.
Na avaliacdo comportamental apresentou-se significancia estatistica no momento M30 e
M180. Tais fatos devem ser mais bem investigados, mas ja evidenciam diferencas entre
doses, biodisponibilidade. Conclui-se, a importancia da caracterizagdo fitoquimica para
desenvolvimento de produtos, e avaliacdo desses em animais. Nesse destaca-se o
composto isolado z-dicicloéter, o qual foi avaliado pela primeira vez, em ratos em teste

comportamental.

Palavras-chave: Fitoquimica, transdermal drug delivery, ansiedade, andlise

comportamental, ratos
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PHARMACODYNAMIC STUDY OF CHAMOMILE EXTRACT ADMINISTERED
TOPICALLY IN RATS

ABSTRACT - Matricaria recutita, popularly known as chamomile, refers to a medicinal
plant that has been used for thousands of years by the population, studied and
recorded in the literature based on its anxiolytic and antidepressant activity. However,
with regard to the use of topical chamomile extract to obtain anxiolytic or mild sedative
actions, there are no studies in the literature so far. Initially, the dry extract of
chamomile was obtained, and the phytochemical profile was characterized. Analyzes
were carried out by high performance liquid chromatography coupled to a diode array
detector (HPLC-DAD), thin layer chromatography (TLC), ultra performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (CLUE-MS). The isolation of the
compound from the chamomile extract was performed by molecular exclusion
chromatography on Sephadex LH-20, followed by HPLC-DAD in a semi-preparative
column, followed by the characterization of these compounds by nuclear magnetic
resonance. In the step of incorporating the chamomile extract into a vehicle for topical
formulation, an oil solubility test was performed, incorporation of the extract into a
transdermal formulation, rheology analysis and preliminary stability. The
pharmacodynamic evaluation of the formulation was evaluated in animal experiments,
using 120 male rats. The animals were divided into five experimental groups, the
control group (CG); positive control group, with administration of diazepam (GCP);
treatment group with extract 36 mg/Kg (GTss); treatment group with extract 72 mg/Kg
(GT72) and the treatment group with isolated z-dicycloether 9 mg/Kg (GT Zbp).
Administration took place by topical route. The test performed was the Maze of Cruz
Elevada, and the animals were evaluated according to the time spent in both arms
(open and closed) and the number of entrances and exits, for five minutes. The
evaluations took place in four moments. Data consistent with a normal distribution were
evaluated by univariate analysis of variance (One-way ANOVA, followed by t-test post-
test), using Sigmaplot® software. Differences were considered significant for p value
< 0.05. Phytochemical analysis showed a major compound distinct from its marker

standardized by the pharmacopoeia, apigenin-7-O-glycoside, identified as z-



dicycloether. The choice of vehicle components were: guar gum and rosemary oil. The
behavioral assessment showed statistical significance at M30 and M180. Such facts
should be better investigated, but already show differences between doses,
bioavailability. It concludes, the importance of phytochemical characterization for
product development, and evaluation of these in animals. In this, the isolated
compound z-dicycloether stands out, which was evaluated for the first time in rats in a

behavioral test.

Keywords: Phytochemistry, transdermal drug delivery, anxiety, animal behavior, rats
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1. INTRODUCAO

Desde as primeiras civilizagcdes os vegetais sao utilizados para tratamentos de
enfermidades. Tais espécimes sdo conhecidas como plantas medicinais, que sao
observadas, analisadas e estudadas ao longo dos séculos para determinagéo de suas
funcdes curativas, cada qual com sua propriedade (CRF — SP, 2019; ANVISA, 2020).

No entanto, na abordagem de temas que apresentam topicos sobre cura, saude,
farmacia ou medicina € preciso mencionar as plantas medicinais e a fitoterapia, dois
elementos observados empirica e cientificamente, desde os primoérdios da
humanidade, como base das formulagbes medicamentosas. As plantas medicinais
acompanham a evolu¢cdo mundial e a modernizacdo, um momento marcante foi a
implementacéo do setor industrial.

Consequentemente, a industria farmacéutica trouxe os fitoterapicos,
medicamentos produzidos e obtidos a partir das plantas medicinais, fato que foi
considerado avanco para area da saude, pela possivel implementacdo de curas
tradicionais e milenares, por meio do conhecimento cientifico e seguro,
proporcionando a quebra de mitos e crengas populares como “o natural nao faz mal”
(Teske et al., 1995; ANVISA, 2020).

Dentre as plantas medicinais utilizadas pela populacao brasileira na fitoterapia,
encontra-se a camomila, Matricaria chamomilla L., da familia Asteraceae, considerada
com sinonimias botanicas, entre elas, duas com maior importancia: Chamomilla
recutita (L.) Rauschert, Matricaria recutita L. e Chamaemelum chamomilla (L.) E.H.L.
Krause. Pluralidade que se estende ao possuir também diversas nomenclaturas
populares, sendo cinco delas apresentadas como: Camomilla, Camomila alemana,
camomila-dos-alemées, chamomile e matricaria. Também pode ser encontrada em
diferentes lugares: Estados Unidos da América, na regido do Mediterraneo do norte
da Africa, Asia Ocidental e cultivada em diferentes paises, de acordo com o Ministério
da Saude, (2015).

A Camomila é estudada para elucidar e analisar seus efeitos terapéuticos, cujos
estudos revelaram potenciais efeitos anti-inflamatério, imunomodulador, anti-

hiperglicémico, anticancer, antiproriginoso, cicatrizante, antimicrobiano, antialérgico,



bem como eficacia no tratamento de mucosite oral, depresséo, estresse, ansiedade e
desordens gastrintestinais. Em questdo, o tratamento da ansiedade, a camomila &
apresentada, com o flavondéide apigenina, em dose padronizada, supostamente com
acdo farmacoldgica pela interagdo no receptor &cido gama aminobarbitirico (GABA)
A, ou como estimulador do "Brain-derived neurotrophic factor’ (BNDF) (Gupta et al.,
2010; Amsterdam et al., 2009; Amsterdam et al., 2013).

No entanto, um fator de suma importancia, que deve ser levado em
consideracao, € a via de administracdo, a qual influencia diretamente na absorcéo e
integridade do farmaco de interesse. Sendo a via topica, um processo nao invasivo,
ela também favorece a permeacao dos flavonoides, compostos altamente lipofilicos
(ANFARMAG, 2005; Jangdey et al., 2017).

Contudo, a literatura demonstrou escassez e interesse sobre o efeito da
camomila, sendo uma terapia com seu mecanismo de acdo no sistema nervoso
central ndo elucidado totalmente, envolvendo um possivel potencial farmacoldgico do
flavonoide apigenina. Mas ainda € necessario mais estudo e detalhamento sobre os
efeitos farmacodinamicos e terapéuticos, para contribuicdo e abertura de novas
descobertas na Medicina Veterinaria e Farmacéutica, visando a qualidade de vida dos

animais humanos e ndo-humanos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar o uso terapéutico do extrato de camomila administrado topicamente

em ratos.

2.2  Objetivos especificos
e Obtencéo do extrato de camomila liofilizado;
e Caracterizagdo do extrato de camomila obtido por CLAE-DAD;
¢ |solamento da apigenina-7-O-glicosideo a partir do extrato de camomila
obtido;



e Identificacdo da apigenina-7-O-glicosideo por CLAE-DAD, CLUE-EM e
RMN;

e Quantificacdo da apigenina-7-O-glicosideo no extrato de camomila
obtido;

e |solamento do composto z-dicicloéter a partir do extrato de camomila
obtido;

¢ Identificacdo do composto z-dicicloéter por CLAE-DAD, CLEU-EM e
RMN

e Desenvolver formulacao transdérmica com extrato de camomila obtido;

e Escolha do permeador cutaneo para formulagdo transdérmica com
extrato de camomila obtido;

e Auvaliar reologia da formulagdo transdérmica com extrato de camomila
obtido;

¢ Avaliar a estabilidade preliminar da formulacdo transdérmica com extrato
de camomila obtido;

e Avaliar o pH da formulacdo transdérmica com extrato de camomila
obtido;

¢ Avaliar o efeito da formulacdo desenvolvida in vivo, através do teste de

labirinto em cruz elevada.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgado do organismo mamifero, sua estrutura € composta da
epiderme, derme e hipoderme. Sua fungcdo € além da delimitacdo anatdbmica e
fisiologica entre 0 meio interno e ambiente externo, é a de protecao, termorregulacéo,
nutricdo, pigmentacao, transpiracdo, perspiracdo e absorcédo. Permite que os seres
vivos tenham a percepcao de dor, calor, frio, sentimentos e emoc¢cbes como a

ansiedade, vergonha e medo. Na historia humana tem a perceptivel relevancia social



e emocional (Souza, 2003), a pele apresenta variacdo em sua espessura, nas
diferentes regides do corpo.

Sendo a epiderme é a primeira camada da pele, € mais exposta e composta por
multiplas camadas de células, originando a subdivisdo em estrato cérneo, estrato
licido, camada granulosa, camada espinhosa e camada basal. A derme segunda
camada da pele, situa-se embaixo da epiderme, e a hipoderme € terceira camada da
pele, localizada embaixo da derme, consiste em principalmente em gordura, de modo
com que exerca funcdo protetora contra variacbes térmica e traumatismos, a
hipoderme é ainda constituida pelo pigmento lipocrémico, agua, colesterol, vitaminas

e a rede vascular mais profunda (Souza, 2003; Baumann et al., 2004).

3.2 Formulacdo com extrato de camomila

Formulacdo é o meio, que o extrato de camomila € incorporado, para ser
carreado e penetre na pele, o qual é aplicado sob pele, com possivel alcance a
corrente sanguinea para que haja atividade em seu local de acéo, levando a acdo

sistémica.

Como tal, a formulacéo deve auxiliar o extrato de camomila atravessar o estrato
cérneo e epiderme, para atingir os vasos sanguineos, realizando a permeacao
cutanea, e para que isso ocorra o veiculo € composto de ingredientes que facilitam a

permeacéo (Vieira et al., 2004).

3.3 Penetracado cutanea do extrato de camomila

Para que seja possivel a entrega da droga em seu local de acao, € preciso que
ultrapasse o estrato corneo, o qual apresenta as barreiras: derme, epiderme e
hipoderme. Barreiras constituidas de células e sistemas que apresentam dificuldades
para a penetracdo cutanea, onde também devem ser levados em consideracdo os
fatores: diferencas de espécies, idade da pele e local, temperatura da pele, estado da
pele (normal, desgastado ou doente), area de aplicacdo, tempo de contado, grau de
hidratacdo da pele, pré-tratamento da pele e caracteristicas fisicas do penetrante
(Alexander et al., 2012).



Entretanto, ha trés caminhos para o0 mecanismo de penetracdo de substancias,
por permeacdo percutanea do gel transdérmico, o intercelular, intracelular
(transcelular) e folicular (Alexander et al., 2012), (Figura 1). Um outro caminho de
permeacéo foi sugerido por Jepps et al, (2013) que considerou as glandulas sebaceas
e sudoriparas como uma rota atraente de permeacdo de farmacos, e dentre as rotas
disponiveis para penetracdo cutanea, a escolhida é definida conforme a afinidade da

polaridade molecular do penetrante pelo caminho, segundo Schuplein, (1965).
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Figura 1. Caminhos de permeacédo cutanea para compostos.
Fonte: Alexander et al., (2012).

3.4 Apigenina

Apigenina € um flavonoide natural encontrado dominantemente em diferentes
plantas, como Salsdo (Apium graueolens), Salsa (Petroselinum) e Camomila
(Matricaria chamomilla), e diversificadamente encontrada em vegetais, frutas, folhas,
flores e ervilhas (Tang et al., 2017). Quando administrados 40 mg/kg por via oral em
ratos Sprague-Dawley de 210 — 250 g, apresentou o tempo meia-vida de eliminagcao
em horas de 1.64 + 0.01 segundo Lee et al., (2017), fator que influencia na dosagem

necessaria para obtencao da acao farmacologica. A dosagem ideal ainda é explorada,



mas utilizada em dosagens proximas, por diferentes experimentos, de acordo com a

revisao realizada (Quadro 1).

Quadro 1 - Revisao bibliografica da dosagem de apigenina

REVISAO BIBLIOGRAFICA DA DOSAGEM DE APIGENINA

Humans - An Exploratory
Study

com 1,2% de
apigenina

" DOSAGEM DE ADMINISTRACAO
AUTOR 1 ANO TITULO TRATAMENTO MODELO DA APIGENINA
Aplgemn_, a (_Zompor_1ent of Doses até
Matricaria recutita
. 100mg/kg e
. Flowers, is a Central . Camundongos . N
Viola et al. 11994 - - acima de . Via intraperitonial
Benzodiazepine (peso: 28-35Q)
i 100mg/kg de
Receptors-Ligand aigenina
Anxiolytic Effects Pig
Antidepressant-Like
Nakazawa Effects of Apigenin and 12.5,25,50 e Camundondos
2002 | 2,4,5-Trimethoxycinnamic | 100 mg/kg de ) 9 Via intraperitonial
et al. . . 2 (peso: 26-30q)
Acid fromperilla apigenina
frutescens in the forced
A Randomized, Double- 220ma de
Blind, Placebo-Controlled 9
. L extrato de - x
Trial of Oral Matricaria . Administracdo de
Amsterdam . . camomila, Seres . .
2009 recutita(Chamomile) . capsulas, por via
et al. padronizado humanos
Extract Therapy of oral
. . com 1,2% de
Generalized Anxiety abigenina
Disorder P9
Oral Chamomile
(Matricaria recutita) 1.500mg diario Seres Administracéo de
Mao et al. [2012 Extract Therapy of 1,2% de h capsulas, por via
. . " umanos
Generalized Anxiety apigenina oral
(GAD): Trial Inprogress
Chamomile (Matricaria 220mg de
recutita) May Have extrato de Administracio de
Amsterdam Antidepressant Activity in camomila, Seres . &40 @
2013 : . cépsulas, por via
et al. Anxious Depressed padronizado humanos

oral

Fonte: Autoria Propria.




Quadro 1 - Continuacéo do quadro 1, revisdo bibliografica da dosagem de apigenina

REVISAO BIBLIOGRAFICA DA DOSAGEM DE APIGENINA

" DOSAGEM DE ADMINISTRACAO
AUTOR | ANO TITULO TRATAMENTO MODELO DA APIGENINA
D1: 5% de

Efeito do Extrato Aquoso de

Camomila (Chamomilla extrato aquoso

Ratas prenhas | Administracao de

Arruda 2013| recutita L.) na Prenhez de de C.:amom|la, (peso: 140- 0,5ml por 7 dias,
etal. ) D2: 10% de )
Ratas e no Desenvolvimento 26009) Via uretral
- extrato aquoso
dos Filhotes .
de Camomila
Long-Term Chamomile
Therapy of Generalized - ~
Mao et Anxiety Disorder: A Study 500 1_.500mg Seres Agimlnlstragao qle
2014 . por dia, 1,2% capsulas, por via
al. Protocol for a Randomized, o humanos
de apigenina oral

Double-Blind, Placebo-
Controlled Trial
Apigenin Reverses
Depression-Like Behavior

We;lg et 2016 Induced by Chronic deea?o?;g?r/]l;g g)aer:g.nginz%%.;, Via intraperitonial
’ Corticosterone Treatmet in )
Mice
Fabricaton, in-vitro
Characterization, and
Jangdey Enhanced in-vivo Evaluation 10ug/ml de o
2017 of Cabopol-Based . - in vitro
etal. pigenina

Nanoemulsion Gel of
Apigenin for UV-Induced
Skin Carcinoma
A Metabolomic Study on the
Anti-Depressive Effects of
Lui et al. [ 2020 Two Active Components

from Chrysanthemum
morifolium

20mg/kg de | Camundongos Injecéo
apigenina (peso: 18-209) subcutanea

Fonte: Autoria Propria.

A origem biossintese da apigenina ocorre pela via fenilpropanoide, tendo como
precursores a fenilalanina e tirosina e derivados de shikimato. O precursor fenilalanina
sofre reacdo ndo oxidativa gerando o acido cinamico por desanimacgdo, acido que
sofrera oxidacdo em C-4, resultando em &acido p-cumarico. Caso o precursor de
origem, seja a tirosina, na via fenilpropanoide, essa sofre desaminacédo, gerando
diretamente o acido p-cumarico. A partir desse a via tera apenas um caminho, e nao
dois como no inicio, com dois precursores. No evento de ativagdo com CoA, ha
formacdao de trés residuos de p-cumarato de malonil-CoA, sendo esse o precursor da
chalcona, a qual é formada pelo processo de aromatizacdo. A chalcona sofre acéo da

chalcona isomerase, na reacao de isomeracao, para originar a naringenina. Por fim
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ocorre a oxidacdo da naringenina, pela flavona sintase, originando o produto,

flavonoide natural de interesse, a apingenina, a qual posteriormente pode ser

transformada em diferentes tipos de derivados (Salehi et al., 2019).
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Figura 2. Biossintese da apigenina por via fenilpropanoide.

Fonte: Salehi et al., (2019).

3.4.1 Mecanismo de acao da apigenina

Apigenina apresenta diferentes mecanismos de acado, considerando que um dos
interesses deste estudo € o0 mecanismo de acdo depressor do SNC, acéo
primordialmente pesquisada por Viola et al, (1994). Esta resulta na atividade molecular
de travessia da apigenina através da barreira hematoencefalica e interacao agonista
com receptores GABA A, mas ainda com sua a¢ao nao totalmente esclarecida. Em
contrapartida, de acordo com Zanoli et al., (2000), apigenina ndo pode ser
considerada agonista gabaérgica, pois nesse estudo ndo houve neutralizacdo de seus
efeitos pelo antagonista benzodiazepinico flumazenil, o0 que também comprova no
estudo farmacologico da apigenina de Avallone et al., (2000), propondo que apigenina
deva ser investigada farmacologicamente como agente depressor do sistema nervoso
central, interagindo com neurotransmissores.

Ainda sobre a farmacodinamica da apigenina, em outro estudo, Campbell et al.,
(2004) propuseram que apigenina atua no desenvolvimento de agentes mais seletivos
para modulacdo de segunda ordem em relagdo a acdo dos benzodiazepinicos nos

receptores GABA A. Com acao terapéutica antidepressiva, a apigenina demonstrou



relacdo na modulacdo dos neurotransmissores norepinefrina e dopamina (Nakazawa
et al., 2003). Acdo condizente com o estudo de Chaurasiya et al., (2014), onde
apigenina extraida da prépolis, apresentou efeito inibitério sob a MAO-A, 0 que
desencadeia aumento de noradrenalina e dopamina, acédo farmacolégica que combate
a depressdo. Contudo, apigenina também apresentou outras atividades no SNC,
como acdo antidepressiva, demonstrada em sua administracdo juntamente com
corticosterona, demonstrando aumento nos niveis de fator neurotréfico (BDNF),
originério do hipocampo (Weng, et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram adquiridos dois lotes diferentes de inflorescéncias desidratadas de
camomila (Chamomila recutita) (Figura 3), ambos os lotes do Parana, sendo o
primeiro lote da cidade de Campo Largo (amostra 1) e o segundo lote de Mandirituba
(amostra 2), fornecidos por duas empresas diferentes. Assim permitindo avaliacdo de
produtores e empresas distintas.

Figura 3. Inflorescéncias desidratadas de camomila adquiridas.

4.2 Estudo fitoquimico

4.2.1 Obtencao do extrato de camomila

O extrato de Camomila foi obtido e padronizado segundo os métodos da
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, Volume II, Plantas Medicinais, ano 2019, no
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de Sao Paulo (USP), Campus de Ribeirdo Preto.

Primeiramente houve a trituracdo das inflorescéncias desidratadas, seguida em

maceracdo em etanol 70%. O extrato etanolico obtido foi rotaevaporado em
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rotaevaporador (Figura 4), sendo o produto obtido congelado em freezer -80°C e

liofilizado.

Figura 4. Extrato de camomila etanélico 70% em rotaevaporagao.

4.2.2 ldentificagdo apigenina-7-O-glicosideo
4.2.2.1 Identificagdo apigenina-7-O-glicosideo por CLAE-DAD

Iniciou-se com a preparacdo da amostra 1 e amostra 2, as quais apos liofilizadas,
pesou-se 1 mg e diluiu-se em 1 mL de metanol, e foram filtradas em filtro com poros 0,45
pum. Posteriormente foram analisadas por analise cromatografica liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD). Utilizou-se coluna de fase
reversa (C18), climatizada e acondicionada em forno a 40°C, leitura na faixa de 335 nm e
volume de inje¢ao 15 pL. Fase movel na vazao de 1,0 mL/minuto, em gradiente multilinear,
com duracdo da corrida de 30 min., sendo fase mével A: agua acidificada com acido
aceético 0,05%, e fase mdvel B: acetonitrila, de acordo com o Quadro 2 (Farmacopeia
Americana 302 edicdo — USP30 — NF25, 2007).
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Quadro 2. Gradiente de fase mdvel, para identificacdo de apigenina-7-O-glicosideo e

perfil cromatogréfico

Solvente
Tempo
(min.) Fase movel B:Acetonitrila | Fase moével A:Agua acidificada
0 26 74
3 26 74
22 90 10
23 90 10
27 26 74
30 26 74

4.2.2.2 Separacgéo molecular por filtragdo em gel Sephadex LH-20

Realizou-se, primeiramente, a separacdo dos compostos quimicos do extrato,

através de exclusdo de tamanho molecular, utilizando-se cromatografia de filtracao

em gel Sephadex LH-20 (25-100 ym Sigma-Aldrich®) (25,0 g) como fase estacionaria

e metanol/agua 7:3 como fase médvel, por uma coluna de vidro de 4 cm de diametro

por 35 cm de altura, para filtrar a quantidade de 2 g de extrato, diluido previamente

em 2,5 mL de metanol (Figura 5). As fracdes obtidas pela filtracdo foram secas por ar

comprimido e agua aquecida, no TurboVap Biotage® (Figura 6) e ressuspendidas

com 800 pL metanol/agua 7:3 mais 800 uL butanol. Fragcbes ressuspendidas foram

analisadas por cromatografia de camada delgada (CCD).
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Figura 5. Filtracdo em gel Sephadex LH-20 (25-100 um Sigma-Aldrich®), no inicio da
filtracdo (A), durante (B) e ao fim (C).

Figura 6. Secagem das fracdes coletadas por Sephadex LH-20, por TurboVap®.
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4.2.2.3 Identificac&do da apigenina-7-O-glicosideo por CCD

As fracOes coletadas pela filtragdo em gel Sephadex LH-20 e ressuspendidas,
foram avaliadas por cromatografia de camada delgada (CCD), cromatoplacas de silica
gel 60 F 254 (Merk) (5 cm). Para tanto, adicionaram-se 5 pyL de cada fragdo, com
auxilio de capilares de vidro para sobreposicao das fracdes ressuspendidas na CCD.
Em seguida, a cromatoplaca foi eluida em eluente, uma mistura de acetato de
etila/acido acético/acido formico/agua 30:20:20:30 (v/v/viv) (Wangner e Bladt, 1996)

(Figura 7). Em seguida houve a revelacdo em luz ultravioleta (UV) e posteriormente

com solucao de anisaldeido seguido de aquecimento.

|L"$|

Figura 7. Analise em cromatoplaca de silica gel das fracdes.

4.2.2.4 ldentificacdo apigenina-7-O-glicosideo por CLUE-EM

Amostras dos extratos de camomila foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas para identificacdo da
apigenina-7-O-glicosideo, pelo Laboratério de Espectrometria de Massas da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — FFCLRP, Universidade
de S&o Paulo — USP.
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4.2.2.5 Determinacao do teor de apigenina-7-O-glicosideo

Foi utilizado o padrdo de apigenina-7-O-glicosideo para analise dos extratos de
camomila e padréo interno veratraldeido. Preparou-se a solugdo-mae com o padréo
em metanol grau CLAE 1000 yL/mL, em baldo volumétrico de 1 mL. Em mesmas
proporcdes também foi preparada solucdo-mée dos dois extratos (amostra 1 e
amostra 2) e padrao interno em metanol 1000 yL/mL, separadamente, resultando em

quatro solugcbes-maes diferentes, as diluicdes foram realizadas em triplicata.

Em seguida, preparou-se a curva analitica a partir de diluicbes seriadas da
solugdo-mée, uma curva para o padrao, diluindo-se 100 yL da solugdo-mae em 900
ML de metanol, seguindo a preparagdo da amostra, subtraindo-se a quantidade
necessaria de metanol para adi¢cao da solucdo-méae do padréo interno. Utilizaram-se

bal6es volumétricos de 1 mL e pipeta automatica (Figura 8).

Apos as realizacbes das diluicbes seriadas, os pontos foram injetados em
sequéncia para leitura por CLUE-EM. Posteriormente, os dados foram analisados e
foi plotado um gréfico, considerando-se a area do padrao de apigenina-7-O-glicosideo
sobre a &rea do padrdo interno, veratraldeido, pela concentracdo de apigenina,

gerando a equacao da reta:

y = area do pico do padréo de apigenina-7-O-glicosideo/area do pico do padréao

interno
X = concentracdo de apigenina-7-O-glicosideo
a = coeficiente angular
b = coeficiente linear

Para cada amostra de extrato, quantificou-se o teor de apigenina-7-O-

glicosideo
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Esquema de diluigao para construgao da curva analitica

Solugdo-mae (Amostra 1 Solugao-mae (Amostra 2) Solugdo-mae (Padrao comercia Solugdo-mde (Padrdo interno)
L metans — 1 ML metane —- 1 il metan 1 mL mietanal
. L metano S1an0 .
-—
Arrs] - 1 mg amoatra
Mg amostn i I MoFTa mg amostra 1 h
pg/miL 000 pg/mL 3/ mil 200 pg/mi
200 pL 200 pL
. . 260 L 0l
20 Ul Badrdo intarna - 7% diluicie 50 pl Padréo interno - 22 diluigio
l 50 pL Padrdo merno - 2% diluicBe l L l 1
5 mL metano 5 miL metano
il MSTans 1 mL metanc
-— -—
- -
52 pgfmL 2 pgdmiL
Foi realizada diluicio Foi realizada diluicdo 200 L Padrio imerna - 2° diluick:
seriada, por 10 vezes seriada, por 10 vezes, u _ )
COM 3% Mesmas COIM &5 Mesmas J. 50 UL Padro imerns - 2° diluics:
guantidades, em triplicata quantidades, em triplicata
L net
-

Foi realizada diluigao
seriada, por 10 vezes
COm as mesmas
quantidades, em triplicata

Figura 8. Esquema de diluicdo para construcdo da curva analitica, criada com
Biorender®.

4.2.3 Isolamento apigenina-7-O-glicosideo e do z-dicicloéter do extrato de

camomila

Para o isolamento da apigenina-7-O-glicosideo e do z-dicicloéter utilizou-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa, com a injecéo das subfracdes

selecionadas.

Foi utilizado cromatdgrafo preparativo Shimadzu, modelo Proeminence, com
controlador do modelo CBM-20A, detector UV/Visivel do modelo SPD-20A, duas
bombas do modelo LC-6AD, coletor automatico do modelo FCR-102 e degaseificador
do modelo DGU-20A 5. Esse é controlado pelo software LC-Solution Single. Coluna
semi-preparativa foi Synergi Polar-RP (250x10 nm, 4 ym) da marcar Phenomenex®.
As fases moveis utilizadas foram: A — agua acidificada com acido acético 0,05% e B

— acetonitrila, com mesmo gradiente utilizado no Quadro 3, e vazao de 5 mL/min.
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A subfracdo selecionada foi solubilizada em metanol 1 mg/mL e filtrada em
membrana com poros de 0,45 um e, em seguida, injetada no CLAE semipreparativo.
Os picos de interesse foram selecionados utilizando-se software e coletados

automaticamente e diretamente para tubos de ensaio.

4.2.4 Identificacdo do z-dicicloéter e apigenina-7-O-glicosideo por CLUE-

EM e ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os compostos isolados foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas para confirmacdo de sua massa,
tempo de retencao e estrutura quimica, no Laboratorio de Espectrometria de Massas,
seguido de analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, pelo
Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear, ambos laboratérios da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — FFCLRP, Universidade de S&o Paulo
— USP. Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram interpretados com a

colaboracéo da Dra. Jennyfer Andrea Aldana Mejia.

4.2.5 Identificacdo Z-Dicicloéter por CG-EM

O composto isolado teve mais uma andlise para confirmacdo através da

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

As analises foram realizadas em um sistema Shimadzu QP2010 Plus (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japédo), equipado com injetor automatico AOC-20i e com fonte de
ionizacao por elétrons (EI-EM) operando em 70 eV. A separacdo cromatografica foi
realizada em coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i.
x 0,25 pum de filme), composta de 5% de difenilsiloxano e 95% de dimetilpolisiloxano.
Foi utilizado gas Hélio (99,999%) como gas de arraste, a um fluxo constante de 1,06
mL/min. A temperatura do injetor e da fonte de ions foi de 200 °C. As amostras foram
preparadas em acetato de etila grau espectroscopico (marca J.T.Baker) e o volume
de injecéo da amostra foi de 1,0 pL. A temperatura do forno foi programada de 100 °C
a 300 °C a uma velocidade de 10°C/min. Os espectros de massas foram registrados
com um intervalo de varredura de 0,5 s na faixa de massas de 45 a 800 Dalton.
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4.3 Desenvolvimento da formulagdo transdérmica com extrato de

camomila

4.3.1 Teste de solubilidade do extrato em dleo
Nesse teste foi realizada uma avaliacdo qualitativa a solubilidade do
extrato de camomila em diferentes 6leos, para possibilitar a sele¢cdo do 6leo como
ingrediente do veiculo incorporador do extrato de camomila.
Foram testados os seguintes 6leos: capryol 90, améndoa, uva, coco e argan. Os

6leos com incorporagéo do extrato foram avaliados em microscopia de luz polarizada.

4.3.2 Escolhado promotor de permeacéo cutanea

Para essa escolha foi feita uma revisdo bibliografica de Oleos essenciais em
potenciais para atuarem como promotores de permeacdo, e posteriormente 0s
escolhidos foram testados na formulagéo e foram avaliados por teste sensorial e

integridade.

4.3.3 Reologia daformulacéo gel transdérmico com extrato de camomila

A reologia foi realizada com a incorporagdo do extrato de camomila em trés
diferentes gomas: xantana, guar e guar quartenizada. Juntamente com agua e 06leo
de alecrim. Seus testes foram realizados no Laboratério de Cosmetologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéutica de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.
E seus resultados analisados conforme o cisalhamento pelo software Origin®.

As analises foram realizadas empregando a geometria cone/placa com 40 mm
de diametro e gap de 52 um. A taxa de cisalhamento utilizada foi de 0.1 a 100 s-1 para
a curva ascendente e de 100 a 0.1 s-1 para a curva descendente, durante 120 s, em
uma temperatura de 25°C.
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4.3.4 Estabilidade preliminar da formulacdo de gel transdérmico com

extrato de camomila
4.3.4.1 Estabilidade ap6s centrifugacéo

A estabilidade foi realizada com o gel transdérmico com extrato incorporado.
Para isso, 2 g do extrato foram colocados em tubos falcons e centrifugados a 3.000
rpm, por 30 minutos, por trés ciclos consecutivos (Figura 9), o que simula 800 vezes
a gravidade, seguindo o guia de estabilidade de produtos cosmeéticos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004).

Figura 9. Centrifuga com amostra da formulacdo transdérmica contendo extrato
de camomila.
3.3.4.2 Avaliacao do pH

O pH foi medido utilizando-se a tira universal indicadora de pH, que aponta a
escala de 0 a 14 através de escala de cores, sendo diferentes para os valores de pH.
Foi feita a imersédo da fita de papel, indicadora de pH, dentro da formulagéo de gel
transdérmico com extrato entre trés a cinco segundos e posteriormente a escala de
cores da fita foi comparada com as cores de referéncias, obtendo-se o valor do pH
(ANVISA,2004).
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4.4 Avaliacéo in vivo

4.4.1 Animais

Foram avaliados 120 ratos da espécie Wistar, machos, para realizacdo do
estudo, provenientes do biotério central da UNESP — Campus de Botucatu. Os
animais foram mantidos no biotério do departamento de morfologia e fisiologia animal
FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, alimentados com racédo e agua oferecidos
ad libtum. Antes, também respeitou-se o tempo de quarentena quando chegaram ao
biotério, e sua adaptacao a inversao de ciclo, sendo mantidos no escuro, “periodo
noturno”, durante o dia, com a disponibilidade de utilizar a luz vermelha para manejo,
e mantidos no claro, com a luz acessa, com coloragao “branca”, “periodo diurno”,
durante a noite. O experimento ocorreu cuidadosamente dentro da conduta das
diretrizes do CONCEA, sendo aprovado pelo CEUA (Comissio de Etica no Uso de
Animais) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias UNESP — Campus de

Jaboticabal.

4.4.2 Grupos experimentais

Foram utilizados 120 ratos (Rattus norvegicus), machos, da linhagem Wistar,
pesando cerca de 200 gramas (5-6 semanas; n=6). Os animais foram distribuidos em
cinco grupos experimentais, sendo que o grupo controle (GC) recebeu o veiculo sem
a presenca do extrato de camomila e do z-dicicloéter; grupo controle positivo (GCP),
administrado com diazepam 3 mg/kg via intraperitoneal; grupo tratamento 36 mg/kg
(GTss), equivalente a 0,15 mg/Kg de apigenina-7-O-glicosideo, administrado com a
formulag&o contendo o extrato a 36 mg/kg de peso corporeo (p.c.); grupo tratamento
72 mg/kg (GT72), equivalente a 0,31 mg/Kg de apigenina-7-O-glicosideo, administrado
com a formulacé&o com extrato a 72 mg/kg p.c.; e, 0 grupo tratamento Zp que recebeu
administracéo do veiculo com z-dicicloéter 9 mg/kg., na regido dorsal do animal, em
area padronizada 5 cm2. Todos 0s grupos passaram pelos testes comportamentais,

nos quais se avaliaram a ansiedade e instinto exploratério.
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4.4.3 Administracdo da formulacdo de gel transdérmico com extrato de
camomila, e formulacdo de gel transdérmico com o composto isolado, z-

dicicloéter

A administracdo Administracdo da formulacéo de gel transdérmico com extrato
de camomila, e formulacédo de gel transdérmico com composto isolado, z-dicicloéter
ocorreram na regiao dorsal dos animais, apdés tricotomia realizada 12 horas antes da
administrac@o, em &area previamente padronizada com 5 cmz? (Figura 10), para que 0s
ativos da camomila possivelmente atingissem o nivel sistémico e pudessem alcancar
0 sistema nervoso central, utilizando-se a paramentacdo adequada (jaleco e luvas),
para que ndo ocorresse contaminacéo no animal e a passagem do medicamento para
0 organismo do administrador, assim evitando viés da dosagem aplicada no animal
(El-salamouni, et al. 2020).

Figura 10. Administracédo do extrato de camomila incorporado na formulacao de gel
transdérmico, na regido dorsal do animal, apds tricotomia (imagem registrada na

presenca da luz de cor vermelha).
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4.4.4 Teste do labirinto em cruz elevada

Avaliacdo em Labirinto de Cruz Elevada consiste em uma estrutura com quatro
bracos de 49 cm de comprimento e 10 cm de largura, elevados a 50 cm do chéo,
sendo que dois destes bracos apresentam paredes de 30 cm de altura e 0s outros
dois sdo abertos (Figuras 11 e 12). Os animais foram colocados no centro do labirinto
e avaliados em seu periodo de atividade, periodo noturno, com a luz vermelha
utilizada para que fosse possivel enxergar, manejar 0s animais e acontecer o
experimento. Assim contabilizado o tempo de permanéncia e entradas em ambos os
bracos, se fosse o0 caso, durante cinco minutos. A avaliacdo deu-se em quatro
momentos diferentes, apds administracdo do extrato de camomila: dois minutos apos
administracdo do extrato de camomila (M2), trinta minutos ap6s administracao (M30),
sessenta minutos apdés administracdo (M60) e cento e oitenta minutos apés
administracdo (M180). Os animais foram assistidos em tempo real, pela captacéo de
imagem pela filmadora e transmitida por um televisor, como mostra a figura 11
(Montaghi, et al. 2022).

_\ 1:17:33 » @

Figura 11. Avaliagdo do animal em teste de labirinto em cruz elevada.
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Figura 12. Estrutura fisica do teste de labirinto de cruz elevada. Labirinto de cruz
elevada, com a filmadora posicionada para registrar o comportamento do animal, na
presenca da luz branca (A); Estrutura fisica do labirinto de cruz elevada, na presenca
da luz vermelha (B); Estrutura fisica do labirinto de cruz elevada, com a filmadora
posicionada para registrar o comportamento do animal, na presenca da luz vermelha

(C); Animal no labirinto de cruz elevada, na presenca da luz branca (D).
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4.5 Anélise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram devidamente analisados por blocos
casualisados e pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. Os dados
consistentes com uma distribuicdo normal serdo avaliados por anéalise de variancia
univariada (One-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Dunnett ou Bonferroni). As
diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi <0,05. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. Para os dados que ndo seguiram uma
distribuicdo normal, o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallise o0 pos-teste
de Dunns foram utilizados. Neste caso, os dados sdo apresentados como intervalo
minimo/mediana/maximo. Todas as analises foram realizadas utilizando-se

o software Sigmaplot®.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Rendimento do extrato seco

Foi obtido o rendimento dos extratos produzidos das inflorescéncias, de duas
amostras adquiridas (amostra 1 e amostra 2), conforme Quadro 3. Obtiveram-se
rendimentos de 9,14% de 60,50 g de inflorescéncia utilizada da amostra 1 e 31,6%

para 60,50 g utilizada para amostra 2.

Quadro 3. Rendimento do extrato seco a partir das inflorescéncias Matricaria recutita.

RENDIMENTO DO EXTRATO SECO

PESO DAS INFLORESCENCIAS PARA o
AMOSTRA EXTRAC A0 (&) EXTRATO SECO OBTIDO (%)
1 60,5 9,14
2 60,5 31,6

Pode-se observar a diferenca de 22,46% de rendimento da amostra 1 para

amostra 2, 0s quais passaram pelo mesmo processo metodolégico de obtencéo,
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sendo realizado pelo mesmo pesquisador, momento, equipamentos e ambiente
laboratorial. Tal diferenca, provavelmente, pode estar relacionada ao fato da diferenca
de umidade presente nas amostras, e das inflorescéncias serem oriundas de origens
diferentes, cidades, produtores e fornecedores, de acordo com os laudos
disponibilizados. De tal forma, consequentemente, submetidas as condi¢des distintas
de cultivo, colheita, desidratacdo, armazenamento e transporte, o que influencia

diretamente na biomassa e metabdlicos produzidos (Gobbo et al., 2007).

5.2 Identificac&o apigenina-7-O-glicosideo isolada do extrato de camomila
5.2.1 Leitura CLAE-DAD

O extrato de camomila obtido pela metodologia descrita, analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos
(CLAE-DAD), teve sua padronizacgao realizada por meio da identificacdo do teor de
apigenina-7-O-glicosideo comercial (Figura 13). Tal composto foi considerado
majoritario, pela literatura, artigos e farmacopeia brasileira, no comprimento de onda
de 335 nm no extrato de camomila. Neste, inicialmente, ndo houve a identificacao da
apigenina-7-O-glicosideo como majoritario (Figura 14, pico A, Figura 15, pico A) na
faixa de onda 335 nm, em ambas as amostras 1 e 2 (Figuras 14 e 15). Nesses extratos
foi identificado composto aparentemente majoritario, com pico de intensidade maior
(Figura 14, pico B e Figura 15, pico B) do que os demais identificados. Portanto, foi
preciso avancar em mais analises para confirmar a identificacdo da apigenina-7-O-

glicosideo e identificar o suposto composto majoritario.

Por sua vez, em andlise preliminar dos resultados, houve reflexdo sobre os
achados obtidos aqui e sobre possiveis interferéncias e desvios. Assim, repetiram-se
as analises, sendo utilizadas metodologias diferentes referentes a leitura por CLAE-
DAD, dentre as repeti¢cdes e testes ndo houve alteracdes significativas nem aparentes
nos resultados. Os dados obtidos estdo de acordo com os obtidos com a metodologia
segundo a Farmacopeia brasileira, 2010 e a farmacopeia americana, 2007. Contexto
que levou a hipoteticamente considerar a op¢ao de que os compostos de interesse,

produtos do metabolismo secundéario da camomila, possam ter sofrido interferéncia
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produtiva, por exposicao a diferentes condi¢cdes de cultivo, ambientais, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacéo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica,
inducdo por estimulos mecéanicos e ataques por patdgenos, quando comparados
dentre as amostras ja expostas pela literatura (Gobbo et al., 2007). Como relatado por
Souza et al. (2006) e Amaral et al. (2008) diferentes graus de temperatura, utilizacéo
de adubacé&o organica e mineral podem influenciar diretamente em maior biomassa,
massa seca, acumulo dos capitulos florais, rendimento de éleo essencial e seus
compostos. Portanto, faz-se necesséaria uma investigacao agronémica mais detalhada

das amostras adquiridas.
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Figura 13. Cromatograma do padrdo apigenina-7-glicosideo comercial, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos
(CLAE-DAD), indicado pela seta.
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Figura 14. Cromatograma do extrato obtido da amostra 1, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD). Pico A:
apigenina-7-O-glicosideo; Pico B: metabdlito majoritario, até aqui ainda nao

identificado.
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Figura 15. Cromatograma do extrato obtido da amostra 2, por cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD). Pico A:

apigenina-7-O-glicosideo; Pico B: metabdlito majoritario, até aqui ainda néo

identificado.

5.2.2 Andlise por CCD

Em busca da padronizacdo objetivando identificagcdo da apigenina-7-O-
glicosideo foi feita cromatografia em camada delgada, na qual levaram-se trés dias
para ser definido o método mais eficaz. Na primeira etapa empregou-se coluna vertical
de Sephadex®, na qual obtiveram-se 35 fracfes coletadas do extrato de camomila,
sendo analisadas por cromatografia de camada delgada (Figura 16), juntamente com
a presenca do padrdo comercial de apigenina-7-O-glicosideo, na qual pode-se
observar a presenca desse no extrato de camomila, a qual inicialmente nao foi
identificada por CLAE-DAD. Em sua visualizacdo por meio da luz ultravioleta (UV),
sendo identificado presenca da banda de apigenina-7-O-glicosideo, nas fracdes 15,
16, 17, 19, 20 e 24 (Figura 16).
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Figura 16. Cromatografia em camada delgada (CCD) em luz ultravioleta (UV).

5.2.3 Analise das subfracdes obtidas por Sephadex® em CLAE-DAD

Com todo o processo em busca da identificacdo da apigenina-7-O-glicosideo,
apos a leitura em CCD, foi possivel reunir as fragdes coletadas que exibiram perfis

parecidos, nomeadas de subfracdes, para analises por CLAE-DAD.

Foram reunidas as subfracdes trés (SF3) e quatro (SF4), SF3: unido das fracoes
10 a 11, e SF4: unido das fracdes 12 a 15. Contudo, realizou-se a leitura por CLAE-
DAD de SF3 e SF4, para obter-se mais um dado, para melhor precisdo do perfil
cromatografico, mais uma vez confirmando o perfil identificado inicialmente, com os
respectivos extratos. No entanto, foi realizada a leitura do padrdo comercial de
apigenina-7-O-glicosideo (Figura 17), extrato e das subfracdes, para padronizacéo e
comparacdes entre os cromatogramas gerados anteriormente e atuais. A leitura do
extrato e das subfracdes ndo apresentaram apigenina-7-O-glicosideo como composto
com pico de maior intensidade, como composto majoritario, quando comparado com
o padrao comercial (Figura 17), conforme as Figuras 17, 18, 19 e 20. Todavia,
comprovou-se o perfil cromatogréfico ja identificado na fracdo SF4, a qual exibiu
aparentemente 0s mesmos compostos de picos mais intensos, como na leitura

anterior e atual dos extratos.
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Figura 17. Cromatograma padrdo comercial de apigenina-7-O-glicosideo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos
(CLAE-DAD), indicado pela seta.
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Figural8. Cromatograma do extrato bruto de camomila por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD). Pico A:
apigenina-7-O-glicosideo; Pico B: metabdlito majoritario, até aqui ainda néao

identificado.
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Figura 19. Cromatograma da subfracdo 3 (SF3) por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD).
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Figura 20. Cromatograma da subfracdo 4 (SF4) por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (CLAE-DAD). Pico A: metabdlito

majoritario, até aqui ainda nao identificado.
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5.2.4 Anédlise por CLUE - EM para identificacdo da apigenina-7-O-glicosideo

Com a sensibilidade mais acurada, ao realizar analise em cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas para identificacdo da
apigenina-7-O-glicosideo, o resultado foi surpreendente, levando a confirmagcédo da
presenca do composto apigenina-7-O-glicosideo no extrato de camomila da amostra
1 (Figura 21) e 2 (Figura 22), como mostra o cromatograma. O padrdo de apigenina-
7-O-gicosideo comercial, apresentou pico no Tr= 4,71 min., na amostra 1, apigenina-
7-O-glicosideo apresentou-se no Tr = 4,69 min. e na amostra 2 Tg = 4,70 min.,
conforme as figuras 21, 22 e 23. Também confirmada pelo espectro de massas, em
cada leitura, do padrdo de apigenina-7-glicosideo comercial, da amostra 1 e da
amostra 2, com suas respectivas razdes massa carga (m/z), 433 m/z, estando
ionizada com dois elétrons, sendo sua razdo massa carga 431m/z, conforme as
Figuras 24, 25 e 26, segundo comparagdo com as literaturas existentes nas
bibliotecas espectrais Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1,2.

O caminho fitoquimico realizado até este momento foi de suma importancia para
caracterizacdo do produto em questdo, extrato de camomila. Mesmo com a suspeita
inicial da auséncia de apigenina-7-O-glicosideo, as amostras ndo foram descartadas
e sim investigadas com mais testes quimicos (separacdo por coluna vertical com
Sephadex®, cromatografia em camada delgada - CCD e cromatografia de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas — CLUE-EM) para determinacéo final
da caracterizacdo. Foi analisado todo o0 contexto sisttmico em suas minuciais e
possibilidades para gerar hipéteses a serem raciocinadas, respondidas e olhar para
onde provém as diferenciacdes fitoquimicas, das quais estao presentes em vegetais,
matérias-primas, as quais tornam-se produtos finais utilizados por humanos e animais

nao humanos, direcionando a um produto de qualidade.
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Figura 21. Cromatograma da leitura do padrdo de apigenina-7-O-glicosideo
comercial, por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas (CLUE-EM). Identificado no Tr= 4,71 min, como indicado pela seta.
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Figura 22. Cromatograma da leitura da amostra 1 por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM). Identificacdo da

apigenina-7-O-glicosideo no Tr = 4,69 min, como indicado pela seta.
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Figura 23. Cromatograma da leitura da amostra 2 por Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM). Identificacdo da
apigenina-7-O-glicosideo no Tr= 4,70 min, como indicado pela seta.
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Figura 24. Espectro da leitura do padrao de apigenina-7-O-glicosideo comercial, por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas

(CLUE-EM). Apresentou razao massa carga 433 m/z, como indicado pela seta.
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Figura 25. Espectro da leitura da amostra 1 por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM). Apresentou razao

massa carga de 433 m/z, da apigenina-7-O-glicosideo, como indicado pela seta.
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Figura 26. Espectro da leitura da amostra 2 por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLUE-EM). Apresentou razao

massa carga de 433 m/z, da apigenina-7-O-glicosideo, como indicado pela seta.

5.3 Determinacdo do teor de apigenina-7-O-glicosideo no extrato de

camomila

Apos identificagdo da apigenina-7-O-glicosideo, feita padronizagdo dos pontos
para curva analitica, obteve-se seu teor na amostra 1 e amostra 2. Amostra 1
guantificou-se 0,43% e na amostra 2 0,23%, de acordo com a Quadro 4 e Figura 27.
Com 0,2% de diferenca, amostra 1 apresentou maior presenca do composto

metabodlico.
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Mais um caso a ser investigado, comparando os dados do teor de apigeina-7-O-
glicosideo com o rendimento, pode-se observar que amostra 1 teve menor rendimento
e maior teor de apigenina-7-O-glicosideo, e amostra 2 maior rendimento e menor teor
de apigeina-7-O-glicosideo. Segundo a Farmacopéia Brasileira 62 edicdo o teor
minimo deve ser de 0,25%, e detectavel por cromatografia de alta eficiéncia,
diferentemente do ocorrido nesse estudo, hipoteticamente considerando que o
responsavel pela ndo deteccdo por CLAE-DAD foi a alta intensidade dos outros
compostos e baixa quantidade de apigenina-7-O-glicosideo quando comparada com
a literatura, que relata teores maiores e detectaveis por CLAE, mas deve ser levado
em consideracao as condi¢des de cultivo. Cantani et al., (2021) na Italia e Niknam et
al.,, (2020) no Iran, paises com climas mais secos e frios, reportaram diferentes
resultados indispenséavel para caracterizagéo fitoquimica.

Quadro 4. Curva analitica de apigenina-7-O-glicosideo: concentragéo de apigeina-7-
O-glicosideo na amostra 1 (Al), realizada em triplicata (A1-A, A1-B e A1-C) e amostra
2 (A2), realizada em triplicata (A2-A, A2-B e A2-C).

Concentracéo Conc. No Conc. De CO.”C- De Média (g de .
; extrato com . apig. No ) ; Desvio
real Obtida apig. No apigenina/100g =
Amostra fator de extrato padréo
pela curva diluicso = 10 extrato /100 o de extrato ou o
(ng/ml) iluicdo = (9/g) (g g ou % %) (%)
(ng/ml) no extrato)
Al-A 420,5816818 | 4205,816818 | 0,0042058 | 0,420581682
Al-B 410,2188266 | 4102,188266 | 0,0041022 | 0,410218827 0,43 0,03
Al-C 471,7119281 4717,119281 0,0047171 | 0,471711928
A2-A 226,6966069 | 2266,966069 0,002267 | 0,226696607
A2-B 220,592126 2205,92126 0,0022059 | 0,220592126 0,23 0,02
A2-C 252,4348915 | 2524,348915 | 0,0025243 | 0,252434892
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Figura 27. Curva analitica da apigenina-7-O-glicosideo nas amostras, equacao da

reta e r2,

5.4 Identificac&o do z-dicicloéter isolado do extrato de camomila

Ainda na trajetéria investigativa, foi realizado o isolamento do composto no
cromatograma aparentemente com pico mais intenso na faixa de onda 335 nm, por
CLAE-DAD e analise por CLUE-EM, das amostras 1 e 2. O isolamento foi feito por
meio do CLAE semipreparativo, com a identificacdo através da andlise por CLAE-
DAD, pela interpretacdo do RMN, andlise por CLUE-EM, CG-EM e comparag¢ao com
a literatura de bancos existentes nas bibliotecas espectrais Wiley 7, NIST 08 e FFNSC
1,2.

Andlises que corroboraram com a identificacdo do composto cis/trans-dicicloéter,
nas quais foram identificados carga-massas iguais para o CLUE-EM e CG-EM, de
acordo com o cromatograma Tr = 13,79 min. (Figura 28), e espectro ionizado
positivamente, com identificacdo de sua massa/carga de 201 (Figura 29) e seu
espectro realizado por CG-EM também confirmando sua massal/carga de 201m/z
(Figura 30).
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Intrigantemente, o z-dicicloéter (Figura 31), é, pela literatura, encontrado na
fracao volatil do dleo essencial da camomila, mas neste estudo, encontra-se, com pico
mais intenso, no extrato seco de camomila. O qual também mostrou-se
quantitativamente alterado, de acordo com as condigdes ambientais, o que pode vir a

ser uma explicacao (Buono-core et al., 2011; Rezaeih et al., 2015; Slavik, et al., 2021).

11022022-Pico-2-LC-DAD-MS-01 Sb (30,40.00) 1: Scan ES+
100- 13.79 TIC
] 8.91e10

Figura 28. Cromatograma do pico mais intenso (z-dicicloéter) isolado. Identificado no
Tr= 13,79 min, indicado pela seta.

201 1.33e8

150 200 250 300

Figura 29. Espectro do composto isolado (z-dicicloéter), com razdo massa carga de

201 m/z, como indicado pela seta.
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Figura 30. Espectro de massas do composto isolado (z-dicicloéter) por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, razao massa carga de 200 m/z, como

indicado pela seta.

5.4.1 ldentificacdo estrutural do z-dicicloéter por ressonancia magnética

nuclear

A identidade do composto foi determinada pela analise e comparacdo dos
espectros com os dados reportados por Peng et al. (2016) e Karaoglan (2023),

conforme tabela 1.
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Tabela 1. Dados de RMN de *H e 3C do composto cis e trans—en—in-dicicloeter.

3
@ 4

Carbono HS(ppm)* 1BCS(ppm)*
2 - 170,47
3 6,66 (d, J = 5,7 Hz, 1H) 126,24
4 6,36 (d, J = 5,7; 1,7 Hz, 1H) 137,91
5 - 122,36

a 3,97 (m, 1H)

7 b 4,10 (m, 1H) 70,64
8 2,11 (m, 4H) 25,44
9 2,11 (m, 4H) 36,26
T 4,87 (s, 1H) 79,99
2’ - 71,84
3’ - 77,19
7 - 65,57
5 i 80,16
& 1,96 (s, 3H) 3,92

*400 MHz e 101 MHz, MeOH-ds

(2)-2-(hexa-2,4-diyn-1-ylidene)-1,6- (E)-2-(hexa-2,4-diyn-1-ylidene)-1,6-
dioxaspiro[4.4]non-3-ene dioxaspiro[4.4]non-3-ene

Figura 31. Estrutura quimica do (2)-2-(hexa-2,4-diyn-1-ylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]non-3-
ene (A) e estrutura quimica do (E)-2-(hexa-2,4-diyn-1-ylidene)-1,6-dioxaspiro[4.4]non-3-ene

(B).
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5.5 Identificac&o apigenina-7-O-glicosideo isolada do extrato de camomila

Apos realizar o isolamento da apigenina-7-O-glicosideo, do extrato de camomila, por
CLAE-DAD semiprepativo, analisou-se por cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas, comprovando-se a identidade desse composto ao analisar o
cromatograma, identificada no Tr = 7,75 min. (Figura 32) e espectro (Figura 33), onde
encontrou-se a razdo massal/carga 431m/z em modo nhegativo, respectivamente

comprovando a massa/carga 431 m/z da apigenina-7-O-glicosideo.

Al - Padrao de Apigenina

20072022-A1-LC-DAD-MS-2 3: Diode Array
- 7.75 Range: 3.577e+2
3.0e+2- /
2.0e+2-
< ]
l.0e+2*f 7.91
] 8.20
00\\\\“\4_} 1 T T ———— Time

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600  18.00
Figura 32. Cromatograma de apigenina-7-O-glicosideo isolada, por leitura em
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-

EM). Identificada no Tr= 7,75 min., como indicado pela seta.
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Al - Padrao de Apigenina

20072022-A1-LC-DAD-MS-2 457 (7.698) Sm (Mn, 3x0.50); Cm (455:460) 2: MS2 ES-
100 431.0 4.17e7

Y

%

267.9

O T T T T T T T T T e T T T e T e e MYZ

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Figura 33. Espectro da apigenina-7-O-glicosideo isolada, por leitura em
Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-

EM). Identificacdo da razdo massa carga de 431 m/z, como indicado pela seta.

5.5.1 Identificacdo estrutural da apigenina-7-O-glicosideo por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A identidade do composto foi determinada pela analise e comparacao dos
espectros com os dados reportados por Buono-Core et al., (2011), e tabeladas
(Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de RMN de *H e *3C do composto apigenina-7-O-glicosideo.

Carbono H&(ppm)* BCS(ppm)*
2 - 164,99
3 6,65 (s, 1H) 101,81
4 - 184,38
5 - 158,31
6 6,49 (dd, J = 2,06 Hz, 1H) 101,28
I - 167,02
8 6,81 (d, J = 2,06 Hz, 1H) 96,26
9 - 163,27
10 - 104,15
1’ - 123,22
2’ 7,88 (d, J = 9,05 Hz, 2H) 129,63
3 6,93 (d, J = 9,05 Hz, 2H) 117,07
4 - 158,98
5’ 6,93 (d, J = 9,05 Hz, 2H) 117,07
6’ 7,88 (d, J = 9,05 Hz, 2H) 129,63
1” 5,07 (d,J =7,01 Hz, 1H) 97,07
2” 3,92 (m, 1H) 74,98

” 3,72 (dd, J=12,1; 5,9 Hz,
3 1H) 78,32
4” 3,55 (m, 1H) 71,70
57 3,42 (m, 1H) 77,96
6” 3,50 (m, 2H) 62,68

*400 MHz e 101 MHz, MeOH-d4

5.6 Avaliacdo da formulagédo de gel transdérmico com extrato de camomila
5.6.1 Avaliagédo da solubilidade em oleo

Apés a incorporacado do extrato de camomila nos Oleos de capryol 90, améndoa,
uva, coco e argan, e avaliacdo em microscopia de luz polarizada, pode-se observar a

formacéo de cristais em todas as incorporacdes. A saturacdo do extrato nos Oleos
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ocorreu de maneira crescente na seguinte ordem: de capryol 90, améndoa, uva, coco
e argan, conforme as imagens obtidas pela microscopia em luz polarizada (Figuras
32) comprovando o carater hidrofilico do extrato de camomila obtido. Esta
caracteristica, possivelmente, estd associada pela maior presengca de compostos
hidrofilicos.

Figura 34. Imagens obtidas por microscopia em luz polarizada, da incorporagéao do
extrato de camomila nos 6leos: capryol 90 (A); améndoas (B); uva (C); coco (D); argan

(E).

5.6.2 Escolha do promotor de permeacédo cutanea

A escolha de como o composto de interesse atingira o local de acao, envolve
todos os insumos utilizados para formagdo do veiculo onde estara incorporado. Mas
um dos principais é o promotor de permeacao cutanea, o qual, por suas propriedades
guimicas, ir4 interagir e alterard a matriz cérnea, auxiliando na absorcdo dos
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compostos de interesse. Nesse caso foi escolhido o 6leo essencial como promotor,
feita uma revisdo bibliografica como mostra o Quadro 5. O 6leo de alecrim, foi
escolhido a partir de seu relato literario apresentar baixa toxicidade e eficacia em
baixas proporgées. Ao ser incorporado e testado no veiculo, apresentou,
qualitativamente, boa incorporacdo, estabilidade na centrifugacdo e espalhabilidade

sob a pele, por teste sensorial.



Quadro 5. Revis&o bibliografica — Oleos essenciais como promotores de permeaco cutanea.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA — OLEOS ESSENCIAIS COMO PROMOTORES DE PERMEACAO CUTANEA

X OLEO QUANT. UTILIZADA DE PRINCIPIO MODELO
AOIRMALEILAEAO, ESSENCIAL OLEO ESSENCIAL ATIVO UTILIZADO ADITEIR
Estudo 1: Losartan + Etanol:PBS (1:9)
Aloe vera, Estudo 1: 5% o Vashisth, et al.,
cominho, rosa = Losartan in vitro
e tea tree Estudo 2: ndo consta 2014
Estudo 2: Pele tratada com 6leo essencial 2h antes da
permeacdo com solugéo de Losartan e 4gua destilada
Celocoxibe 2% (p/p) + PEG — 400: 20% (p/p) + Oléo . on . o Quifones, et al.,
Copaiba: 0 — 50% Copaiba % 0 — 50 Celocoxibe in vitro/ in vivo 2018
20% de clorexidina diluida em agua destilada, alcool
isopropilico e 6leo essencial de eucalipito para atingir 2%
(p/v) de Clorexidina, com 5%, 10%, 20% e 50% (v/v) de Di
- _ : 0 0 glucanato de L Karpanen, et al.,
6leo essencial Eucalipto % 10 a 50% (v/v) clorexidina in vitro 2010
10% (v/v) de 6leo essencial, 2% (p/v) de clorexidina e
70% (v/v) de éalcool isopropilico
Carbopol diluido em 0,18% de metil parabeno, 0,02% de Diclofenaco de
propil parabeno, 0,2% de Tween 80 e glicerina, em Alecrim % 0,1,0,5e 1 (p/p) in vivo Akbari, et al., 2015

overnight

sadio

Fonte: autoria propria.
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5.6.3 Avaliacao reoldgica

Numa avaliagdo importante para caracterizacdo do veiculo junto do extrato de
camomila, é possivel analisar a deformagcdo de escoamento dos materiais, sejam
sélidos ou fluidos quando submetidos a uma tensdo de cisalhamento. Portanto,
conforme os resultados obtidos, a goma guar foi selecionada para ser a base do
veiculo, pois apresentou viscosidade intermediéria, como pode ser observada pelo
valor de k, no Quadro 6 e qualitativamente melhor espalhamento sob a pele (Bjorn e
Monja et al., 2012).

Quadro 6. Valores de K, obtidos no teste de reologia para cada goma utilizada

Reologia
Goma valor de K
Quartenizada 0,28799
Guar 0,40818
Xantana 24,98676

5.6.4 Estabilidade preliminar apds centrifugacéao

Apos centrifugacao, foi avaliada qualitativamente, a estabilidade da amostra do
veiculo com extrato de camomila, (Figura 35). Apresenta-se um inicio de instabilidade
com a formacdo de um halo mais escuro na superficie da amostra, o que indica uma
leve separacdo das fases dgua e 6leo, mas ndo havendo alteracdes entre os ciclos,
pois ndo houve sedimentacéo aparente, mesmo apos os trés ciclos de centrifugacao
(ANVISA, 2004).

Um resultado consideravelmente positivo, ja que a centrifugacéo gera forca fisica
gue pode causar sedimentacéo, alteracdes sensoriais e reacdes quimicas entre 0s
compostos e insumos presentes, alteracdes que se manifestam visualmente, o que

nao ocorreu (Firmino et al., 2011).
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Figura 35. Amostra do veiculo com extrato de camomila apds 1° ciclo de centrifugacéo

(A), apos 2° ciclo de centrifugacao (B) e apos 3° ciclo de centrifugacgéo (C).

5.6.5 Avaliacdo do pH

O pH é um parametro fisico-quimico dentro dos testes ao ser acompanhado e
avaliado nas formulacdes, para obter-se estabilidade. Através do pH é possivel
investigar alteracdes colorimétricas, alteracbes de odores, quimicas e sensoriais
(Firmino et al., 2011).

Neste estudo o veiculo com extrato de camomila apresentou o pH = 5,0,
considerado aceitavel, dentro do padréo de seguranca, sendo que o pH da pele varia
entre 4,6 e 6,0, dependendo da regido, idade, microrganismos presentes e lesdes
(Pereira et al., 2011; Silva et al., 2019).

5.7 Teste de labirinto em cruz elevada

A padronizacgdo fitoquimica, a escolha do melhor veiculo para incorporagdo do
extrato de camomila, a incorporacdo do extrato de camomila no veiculo e a
administracao topica foi bem sucedida. Assim, realizou-se avaliacdo deste em labirinto
de cruz elevada, conforme metodologia ja descrita. Momento de observacdo e

avaliacdo comportamental do animal e sua relagdo com o medo, ansiedade e instinto
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exploratorio foram avaliados quando mensurado o tempo de permanéncia no braco
aberto e numero de entradas no braco aberto, foi possivel relacionar ao instinto
exploratorio, considerado positivo, sem inibicdo, quando demonstrado com auséncia
ou diminuicdo do medo e ansiedade, consequentemente submetendo-se a situacdes
desconhecidas e desprotegidas (braco aberto) com mais facilidade (Montaghi, et al.
2022).

Apbés a mensuracdo das varidveis, comparou-se cada grupo com O grupo
controle, momento (M2, M30, M60 e M180), em cada avaliagdo analisada: tempo de
permanéncia do braco aberto e nimero de entradas no brago aberto. Considerando-
se significancia estatistica quando p < 0,05. Dentre as analises realizadas, apenas as
analises estatisticas do numero de entradas no braco aberto, nos momentos M180,
em relacdo do grupo controle ao grupo controle positivo (p = 0,041) e ao grupo
tratamento 72 mg/Kg (p = 0,042), apresentaram significancia estatistica, e
tendenciosamente no M30, em relacdo ao grupo tratamento 36mg/Kg). Também
apresentou significancia estatistica, quando analisado o tempo de permanéncia no
braco aberto, no momento M180, em relagcdo do grupo controle ao grupo tratamento
controle positivo (p = 0,041). Acreditando-se ser necessario maior nimero de animais
(Figuras 36 e 37).

Avaliacdo em diferentes momentos além da comparacao entre 0s grupos e como
eles se apresentam e mensuram ao decorrer do tempo, permite avaliar as variaveis,
desde o momento M2 ao M180. As quais apresentaram significancia estatistica em
comparacdes com o grupo diazepam (grupo tratamento positivo), 36 mg/Kg e 72

mg/Kg, com o grupo controle. O que significa suposta atividade no SNC.

Em relacdo ao grupo tratamento z-dicicloéter, apresentou atividade, como pode
ser visto nos gréficos, sugerindo-se sua possivel atividade também no SNC. Um fato
totalmente positivo, inovador e importante, considerando que, até o dia de hoje, ndo
ha registro na literatura da administracdo do z-dicicloéter, isolado, em ratos. Devendo
assim, necessario mais estudos sobre atividade in vivo, com estudos sobre a

elucidacdo de seu mecanismo de agéo.

No entanto, pode-se considerar o efeito da camomila, como quando, Amsterdam
et al. (2009), utilizou-a para disturbio de ansiedade generalizada em humanos, em que

realizaram o experimento com tratamento a base da administragéo oral do extrato de
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Camomila em capsulas, padronizados com 1,2% do flavonoide apigenina. Sugeriu-se
efeito ansiolitico em alguns pacientes com disturbio de ansiedade generalizada leve,
efeito associado com interacdo no receptor benzodiazepinico é&cido gama
aminobarbitirico (GABA) A, bem como na neurotransmissé@o de noradrenalina (NA),
dopamina (DA) e serotonina ou modulando a funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-

adrenocortical, embora ndo haja maiores explicacdes e aprofundamentos pelo autor.

No estudo de Amsterdam et al. (2013), foi analisado a atividade antidepressiva
da Matricaria recutita por meio da Escala de Depressdo de Hamilton (HAM-D). Os
individuos que participaram da pesquisa foram distribuidos em subgrupos: depressao
comorbida atual, histéria progressiva de depressao, ou auséncia de depressao, com
histérico de ocorréncia de depressao no passado. Nesse, observaram reducéo
significativa em longo prazo nos escores totais do HAM-D, salientando a reducéo
desses escores em individuos com depressao e ansiedade comorbidas, embora os
resultados tenham sido positivos, ensaios posteriores deverdo ser executados para
uma validacao concreta das propriedades antidepressivas da Matricaria recutita.

Ambos os estudos Amsterdam et al. (2009) e Amsterdam et al. (2013), foram
realizados em humanos. Entretanto, os estudos com a Camomila ndo séo restritos
para individuos da espécie humana, sendo paralelamente realizados em outras
espécies animais, como no estudo de Arruda et al. (2013), no qual utilizaram extrato
aquoso de Camomila em ratas prenhas, onde os autores concluiram que o extrato
aquoso de camomila (Chamomilla recutita L.) ndo apresentou efeitos toéxicos e nem
alteracdo sobre a maioria das variaveis relacionadas a prenhez de ratas no
desenvolvimento de filhotes. Também com a constatacdo de respostas positivas na
analise postural de orientagdo, sendo que este achado poderia ser explicado pela
possivel atuagéo da apigenina no SNC, com efeito ansiolitico, sendo necessarios mais
estudos e investigacdes sobre esta tematica.

Outro estudo sobre o efeito farmacoldgico da Camomila em animais,
especificamente na espécie equina, Baldwin e Chea, (2018) focaram em analisar a
acdo do Oleo essencial de camomila por meio da aromaterapia em equinos, através
da avaliacdo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), o que foi relatado a
ocorréncia de efeitos variaveis, levando a conclusdo de que nao houve resultados

significativos.
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Contudo, os efeitos também apresentados da Camomila, sdo relacionados ao
SNC, com atividade tranquilizante, ansiolitica e antidepressiva, em vista de beneficiar
0s seres humanos e animais. Também foram estudados por Zanoli et al. (2000) e
Weng et al. (2016), apontando o flavonoide apigenina como o principio ativo suspeito
por tais efeitos farmacolégicos, aumentando o ”"Brain-derived neurotrophic factor’
(BNDF), também nomeado em portugués de Fator Neurotréfico derivado do Cérebro,
estimulando o desenvolvimento de agentes mais seletivos para modulacdo de
segunda ordem do aumento da a¢éo dos benzodiazepinicos de GABA em receptores
GABA A, e da acao ja citada e ndo elucidada sobre os neurotransmissores DA e NA.

Portanto, ha necessidade de elucidacdo do mecanismo de acéo da apigenina.
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Figura 36. Efeito da dose do Diazepam (controle positivo), 36 mg/Kg, 72 mg/Kg e z-
dicicloéter do extrato de camomila foram comparadas com o grupo controle. Avaliados
em labirinto de cruz elevada, momentos: M2 de acordo com o tempo de permanéncia
no braco aberto (A), M2 de acordo com o numero de entradas no braco aberto (B);
M30 de acordo com o tempo de permanéncia no braco aberto (C), M30 de acordo com
0 numero de entradas no brago aberto (D). *Indica diferenca estatistica em relacéo ao
grupo controle (GC).
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Figura 37. Efeito da dose do Diazepam (controle positivo), 36 mg/Kg, 72 mg/Kg e z-
dicicloéter do extrato de camomila foram comparadas com o grupo controle. Avaliados
em labirinto de cruz elevada, momentos: M60 de acordo com o tempo de permanéncia
no brago aberto (A), M60 de acordo com o numero de entradas no braco aberto (B);
M180 de acordo com o tempo de permanéncia no braco aberto (C), M180 de acordo
com o numero de entradas no braco aberto (D). *Indica diferenca estatistica em

relacéo ao grupo controle (GC).
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6. CONCLUSOES

Os achados desta pesquisa mostraram a importancia da fitoquimica para
identificacdo, quantificacdo, caracterizacdo e padronizacdo dos produtos naturais.
Este processo possibilitou a identificacdo, quantificagéo e isolamento do composto
apigenina-7-O-glicosideo, inicialmente nao identificado, e o isolamento e identificacédo
z-dicicloéter, composto aparentemente majoritario na faixa de onda da apigenina-7-
O-glicosideo.

A farmacotécnica permitiu definir quais os insumos ideias para producdo do
produto final, considerando o uso de 6leo como incorporador do extrato, o qual
gualitativamente ndo houve a solubilidade adequada. O teste reoldgico viabilizou a
goma guar como a ideal nesta ocasiao, e através da centrifugacao permitiu analisar a
estabilidade, inicialmente ndo havendo alteragdes significativas.

As avaliacdes in vivo abriram o caminho para estudo do “washout” da apigenina-
7-O-glicosideo, relatado pela literatura, comparando com momentos M2, M30, M60 e
M180, de andlise animal comportamental, nos quais, inicialmente, os grupos
tratamentos 36 mg/Kg e 72 mg/Kg mostram-se condizentes com o “washout”.
Diferentemente, o grupo tratamento z-dicicloéter, mostrou aumento do tempo de
permanéncia e numero de entradas no braco aberto do momento M2 ao M60 e M180.

Entretanto, h& possivel potencial do extrato de camomila, administrado
topicamente, atingir o nivel sistémico. Portanto, € preciso mais testes e analises
investigativas para reconhecer que a atividade ansiolitica e sedativa leve da camomila,
se deve a atividade da apigenia-7-O-glicosideo, a qual pela literatura vem se
mostrando ser forte candidata.

Contudo, os estudos de produtos naturais resgatam tradicionalidades, milenares,
e submetem a novos desafios e descobertas. Este foi um trabalho que abordou a
tradicionalidade e conhecimento cientifico vasto da Matricaria recutita, camomila, com
o desafio de uma nova via de administracdo para essa planta, até agora ndo estudada
cientificamente, com o propdosito da administracao topica, visando atividade sistémica.

Embora fosse interessante ter avaliado a atividade da apigenina-7-O-glicosideo
isolada in vivo, ndo sendo possivel por ndo haver quantidade suficiente. Mas encontra
partida é interessante a investigacdo de doses menores da administracdo de extrato

de camomila e apigenina-7-O-glicosideo.
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como nesse estudo, Neste trabalho destaca-se o composto z-dicicloéter, que no
teste de avaliacdo comportamental e no teste de labirinto em cruz elevada, em
diferentes momentos apresentou atividade no delineamento experimental in vivo,

avaliado pela primeira vez neste trabalho.
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APENDICES

APENDICE A. Estrutura quimica e espectro de RMN de 'H e 3C do
composto cis e trans—-en-in-dicicloeter (CD3OD; 400 MHz).
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APENDICE B. ESTRUTURA QUIMICA E ESPECTRO DE RMN DE IHE3C DO
COMPOSTO APIGENINA-7-O-GLICOSIDEO (CDsOD; 400 MHZ).
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