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RESUMO
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AVALIACAO ETNOFARMACOLOGICA DE Jatropha isabellei,
Tabernaemontana catharinensis E Viola tricolor VISANDO
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO FARMACEUTICA
AUTORA: MARIANA PIANA
ORIENTADORA: MARGARETH LINDE ATHAYDE
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 9 de julho de 2012.

A biodiversidade das plantas constitui uma grande riqueza em potencial para a saude humana
e 0 uso de plantas que contém flavonoides, puros ou em combinacao, tem crescido devido as
suas propriedades antioxidantes. Varios efeitos bioldgicos como atividade antitumoral,
antioxidante e anti-inflamatoria tém sido atribuidos aos flavonoides, uma vez que eles sédo
capazes de atuar modulando células envolvidas na inflamacdo. O conhecimento popular,
sobre 0 uso das plantas medicinais, serve de embasamento para estudos clinicos,
farmacoldgicos e quimicos, além do desenvolvimento de novos farmacos, e o estudo de
plantas que possuem substancias que possam agir sobre os radicais livres gerados em nosso
organismo, torna-se de grande importancia. Entre as espécies que apresentam atividade anti-
inflamatdria, estdo a Jatropha isabellei e a Viola tricolor, que possuem estudos fitoquimicos
associados a capacidade antioxidante, e a Tabernaemontana catharienesis que ndo possuli.
Este trabalho pretende analisar entre essas espécies, aquela que apresenta potencial como anti-
inflamatorio, desenvolver uma formulacéo e submeté-la a estudos de estabilidade. Os ramos e
frutos de T. Catharinensis foram coletados, macerados em etanol (70%), filtrado, evaporado
em evaporador rotatério para remocdo do etanol (extrato aquoso), esse foi particionado,
utilizando solventes de polaridade crescente: cloroféormio, acetato de etila e butanol,
quantidade igual de extrato aquoso foi submetido a secura resultando no extrato bruto. A
capacidade antioxidante dos ramos foi superior a dos frutos, o contetdo de polifendis, taninos
condensados e alcaloides, ndo apresentaram relacdo com a capacidade antioxidante, esse
resultado indica que a capacidade antioxidante esteja relacionada ndo somente a quantidade,
mas também a diferentes padrdes de hidroxilacdo dos flavonoides. O estudo das fracdes das
flores de V. Tricolor realizados por Gongalvez (2008) apresentaram excelentes capacidades
antioxidantes, superiores as encontradas em T. Catharinensis e J. isabellei em estudos de
Frohlich  (2010). Além disso, 0 mesmo autor encontrou grandes quantidades de rutina em
todas as fragOes de V. tricolor, e por essas razdes foi utilizada no desenvolvimento do gel. As
flores de V. tricolor foram coletadas, maceradas em etanol (70%), o filtrado foi evaporado em
um evaporador rotatorio para remog¢do do etanol, o extrato aquoso obtido foi submetido a
secura obtendo-se o extrato bruto que foi analisado fitoquimicamente e apresentou
guantidades consideraveis de polifendis, flavonoides, taninos condensados, acido salicilico e
pequenas quantidades de alcaloides. Métodos para quantificacdo da rutina no gel e no extrato
foram validados. O gel desenvolvido foi submetido a estudos de estabilidade, por meio de
analises organolepticas, medidas de pH, viscosidade, e quantificacdo de rutina através do
método validado. O gel apresentou-se estavel desde que se mantenham a temperaturas
inferiores a 20°C.

Palavras chaves: Tabernaemontana catharinensis, Viola tricolor, estabilidade.
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The plants biodiversity have a rich potential for the human health and the use of plants that
containing flavonoids, alone or in combination, has grown because of their antioxidant
properties.Several biological effects such as antitumor activity, antioxidant and anti-
inflammatory have been attributed to flavonoids, since they are able to act by modulating cell
involved in inflammation. The popular knowledge, about the use of medicinal plants, is the
basis for clinical, pharmacological and chemical studies, besides the development of new
medicines, and the study of plants that have substances that can act on the free radicals
generated in our body, is of great importance. Between the species that have anti-
inflammatory activity, are Jatropha isabellei and Viola tricolor, that have phytochemical
studies associated to the antioxidant capacity and Tabernaemontana catharienesis which has
not. This work intends to analyze between these species, the one that have potential anti-
inflammatory, develop a formulation and submit it to stability studies. The branches and fruits
of T. Catharinensis were collected, macerated in ethanol (70%), filtered, evaporated in a
rotary evaporator to remove the ethanol (aqueous extract), that has been partitioned using
increasingly polar solvents: chloroform, ethyl acetate and n-butanol, an equal amount of
aqueous extract was subjected to dryness resulting in the crude extract.The antioxidant
activity of the branches was higher than the fruits, the content of polyphenols, condensed
tannins and alkaloids had no relation with the antioxidant activity, and this result suggests that
the antioxidant capacity is related not only with the quantity but also with different
hydroxylation patterns of flavonoids.The study of fractions from flowers of V. tricolor
conducted by Gongcalvez (2008) showed excellent antioxidant capacity, higher than those
found in T. Catharinensis and J. isabellei in studies by Frohlich (2010). Furthermore, the
same author found large amounts of rutin in all fractions of V. tricolor that, for these reasons,
was used in development of the gel. The flowers of V. tricolor were collected, macerated in
ethanol (70%), the filtrate was evaporated in a rotary evaporator to remove the ethanol, the
aqueous extract obtained was subjected to dryness obtaining the crude extract that was
phytochemically analyzed and presented considerable amounts of polyphenols, flavonoids,
condensed tannins, salicylic acid and small amounts of alkaloids. Methods for quantification
of rutin in the gel and in the extract were validated. The developed gel was subjected to
stability studies, by organoleptic analysis, pH measurements, viscosity, and quantification of
rutin using the method validated. The gel showed stable as long as it remains at temperatures
below 20°C.

Keywords: Tabernaemontana catharinensis, Viola tricolor, stability.
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1 INTRODUCAO

Sem o recurso da ciéncia, 0 homem primitivo observava, admirava e apreciava a
diversidade do mundo das plantas, as quais forneciam alimentos, remédios, roupa e
abrigo (CUNHA, 2005). O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é téo
antigo quanto a espécie humana e o conhecimento sobre elas simboliza muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas
regibes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, as plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais (LOPEZ, 2006).

A biodiversidade dos vegetais constitui uma grande riqueza em potencial para a
salde humana. As plantas sdo fontes de produtos naturais e biologicamente ativos,
muitos dos quais sdo utilizados para a sintese de inimeros farmacos. Embora cerca de
100.000 compostos oriundos de plantas tenham sido identificados, as fontes de
metabolitos secundarios parecem ser inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se
encontrar novas e diferentes estruturas com atividades importantes a terapéutica e a
agricultura (YUNES; CALIXTO, 2001).

Com certeza, inimeras espécies vegetais foram incorporadas a medicina
tradicional Unica e exclusivamente pelo acaso, caracterizado pelo uso empirico de
espécies vegetais, seguido de avaliacdo, mesmo que rastica e grosseira, dos sinais e
sintomas que apareciam apds seu consumo, até selecionar pela qualidade de respostas se
determinada espécie seria Util ou ndo. O método usado € o mesmo, o da tentativa e erro,
ainda muito comum e Util na pesquisa, que serve para mostrar a forte ligacdo entre o
conhecimento popular e o cientifico (STASI, 1996). A etnofarmacologia é exploracdo
cientifica interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem, a abordagem etnofarmacologica consiste em
combinar informagdes adquiridas junto a comunidades locais que fazem uso da flora
medicinal com estudos realizados em laboratdrios (SIMOES et al., 2004). A partir desse
conhecimento popular acerca do uso das plantas medicinais, que serviu de embasamento
para os estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos das plantas, originaram-se 0s
primeiros farmacos utilizados pelo homem, como atropina, artemisia, colchicina,
digoxina, efedrina, morfina, pilocarpina, quinina, reserpina, taxol, vincristina e
vinblastina (GILANI; ATTA-UR-RAHMAN, 2005).
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Fitoterapico é o produto obtido de planta medicinal, ou de seus derivados, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL, 2011).
E caracterizado pelo conhecimento da efic4cia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004b).

Segundo Miguel e Miguel (1999), os produtos naturais podem ser tdo eficientes
quanto os produzidos pela sintese quimica, contudo a transformacdo de uma matéria
prima vegetal em um medicamento deve visar a preservacdo da integridade quimica e
farmacologica do vegetal, garantindo a constancia de sua acdo bioldgica e a sua
seguranca de utilizacdo, além de valorizar seu potencial terapéutico. Para garantir esses
objetivos, a producdo de fitoterapicos requer, necessariamente, estudos prévios relativos
a aspectos botéanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos, de
desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnoldgicas.

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico, envolvendo os
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). O uso
de plantas contendo flavonoides, puros ou em combinacdo, tem crescido devido ao
aumento da demanda por compostos de origem natural e da atencdo dada a alimentos
que contém essa classe de moléculas (DI MAMBRO; FONSECA, 2005).

Os flavonoides representam uma extensa familia de compostos fenolicos de
baixo peso molecular e, de acordo com suas estruturas moleculares, abrangem diversas
classes quimicas, como flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas, flavanoéis (ou
catequinas) e flavonodis, entre outros (SULTANA; ANWAR, 2008). Dentre suas
propriedades  biologicas  ressalta-se: acdo  hepatoprotetora,  antitrombdtica,
antibacteriana, antiviral, antineoplasica, anti-inflamatéria e imunoestimulante
(BONINA et al., 1996). A capacidade de interagir com a fosforilacdo de proteinas e a
atividade antioxidante, quelante metalica e de varredura de radicais livres podem ser a
causa do amplo perfil farmacoldgico dos flavonoides (DI MAMBRO; FONSECA,
2005).

Os taninos sdo classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados, importantes componentes gustativos, sendo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. A complexagdo entre taninos e
proteinas é a base para suas propriedades. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na

medicina tradicional no tratamento de diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo,



16

hemorragias, feridas, queimaduras, problemas cardiovasculares e do sistema urinario
(SIMOES et al., 2004).

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados e constituem num vasto grupo de
metabolitos com grande diversidade estrutural e o amplo espectro das atividades
bioldgicas reportadas podem ser relacionadas com sua variedade estrutural. Entre suas
atividades estdo: amebicida, anticolinérgico, anti-hipertensivos, antimalérico,
antitumorais, antitussigenos, tratamento da gota entre outras (SIMOES et al., 2004).

A pesquisa de produtos naturais proporciona a descoberta de novos farmacos e o
estudo de plantas que apresentem substancias que possam agir sobre os radicais livres
gerados em nosso organismo, torna-se de grande importancia (VELLOSA et al., 2007).
Sendo assim, substancias que agem neutralizando-os tém sido empregadas com a
finalidade de se obter produtos destinados a prevenc¢do ou a cura de doencas.

Diante disso, destacam-se as espécies Viola tricolor, Tabernaemontana
catharinensis A. CD e Jatropha isabellei Mall. Arg., as quais na medicina popular séo
utilizadas para o tratamento de diversas patologias, em especial as que envolvem
processos inflamatdrios. Aliado a isso, sabe-se que os radicais livres sdo gerados por
diversas desordens no nosso organismo, entre eles em processos inflamatorios.
Substéancias antioxidantes tém atuado no combate a esses radicais, como por exemplo,
alguns metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies vegetais, em destaque 0s
polifendis e flavonoides que possuem potencial atividade antioxidante. Até 0 momento,
existem estudos sobre compostos fenodlicos relacionados a capacidade antioxidante em
V. tricolor e J. isabellei, porém os mesmos sdo inexistentes em relacdo a T.

catharinensis, o que motivou a realizacéo deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Quantificar os principais metabdlitos secundarios, determinar a capacidade
antioxidante, avaliar entre as espécies V. tricolor, T. catharinensis e J. isabellei aquela
que possuir melhor potencial antioxidante, e realizar estudo de estabilidade em

formulacdo semi-solida contendo o extrato dessa espécie.

2.2 Especificos

o Quantificar polifendis, flavonoides, taninos condensados e alcaloides nas fracdes

e no extrato bruto dos frutos e ramos de T. catharinensis e do extrato bruto das flores de

V. tricolor

o Determinar a capacidade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) no extrato bruto e fragdes dos frutos e ramos de T. catharinensis e no
extrato bruto das flores de V. tricolor.

o Quantificar compostos fendlicos nas fragbes dos frutos e ramos de T.

catharinensis e no extrato bruto das flores de V. tricolor por Cromatografia Liquida de

Alta eficiéncia (CLAE) quando presentes.

o Comparar os estudos ja realizados de J. Isabellei, com os de T. catharinensis e

V. tricolor, escolher a que possuir melhor potencial antioxidante para desenvolvimento

de formulag&o.

o Validar método para quantificagdo de marcador analitico no extrato bruto e na
formulacéo.
o Realizar estudo de estabilidade na formulacdo através de analise organoléptica,

pH, viscosidade e quantificacdo de marcador analitico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Escolha da espécie vegetal e a importancia da coleta na concentracdo de
principios ativos.

Vérias abordagens para a selecdo de espécies vegetais tém sido apresentadas na
literatura, dentre elas, trés tipos sdo alvo de maiores investigacOes: a) abordagem
randoémica - escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator determinante a
disponibilidade da planta; b) abordagem quimiotaxonémica ou filogenética - selecdo da
espécie correlacionada com a ocorréncia de uma dada classe quimica de substancias em
um género ou familia; c) abordagem etnofarmacolégica - selecdo da espécie de acordo
com o0 uso terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico (MACIEL et al.,
2002; LOPEZ, 2006).

A selecdo etnofarmacolégica, favorece com maior probabilidade a descoberta de
novas substancias bioativas. Nesta abordagem a descri¢do do histérico da planta como
um recurso terapéutico eficaz para o tratamento e cura de doencas de determinado grupo
étnico, se traduz na economia de tempo e dinheiro, dois dos fatores mais perseguidos
pelas economias ocidentais (NUNES et al., 2003).

Apbs determinada a espécie vegetal a ser estudada através da abordagem
etnofarmacoldgica, define-se o local da coleta, considerando fatores como idade da
planta e época de coleta, esses poderdo causar modificacbes nos teores dos seus
constituintes quimicos. A planta escolhida deve ser seguramente identificada e
destinada ao estudo fitoquimico e/ou farmacoldgico, nesta etapa escolhe-se a parte da
planta que sera investigada (raiz, caule, galhos, folhas, flores, frutos) (MACIEL et al.,
2002).

Algumas caracteristicas desejaveis das plantas medicinais séo sua eficacia, baixo
risco de uso, assim como reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (TOLEDO et
al., 2003). As espécies medicinais, no que se refere a produgdo de substancias com
atividade terapéutica, apresentam alta variabilidade no tempo e espago. O ponto de
colheita varia segundo Orgao da planta, estdgio de desenvolvimento, época do ano e

hora do dia. A distribuicdo das substancias ativas, numa planta, pode ser bastante
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irregular, assim, alguns grupos de substancias localizam-se preferencialmente em
6rgéos especificos do vegetal (LOPEZ, 2006).

Ha também, uma grande variacdo na concentracdo de principios ativos durante o
dia, como por exemplo, os alcaloides e 6leos essenciais concentram-se mais pela manha
e os glicosideos a tarde. A colheita das plantas em determinado ponto tem o intuito de
obter 0 méaximo teor de principio ativo, no entanto, na maioria das vezes, nada impede
que as plantas sejam colhidas antes ou depois do ponto de colheita para uso imediato. O
maior problema da época de colheita inadequada € a reducdo do valor terapéutico e/ou

predominancia de principios toxicos (MACIEL et al., 2002).

3.2 Metabélitos secundarios

3.2.1 Definicéo

O metabolismo é um conjunto de reacGes quimicas que continuamente estdo
ocorrendo em cada célula, sendo que a presenca de certas enzimas é que direcionam
essas reagOes. Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados é que sdo os metabdlitos (SANTOS, 2010).

Metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos distintos dos intermediarios e
dos produtos do metabolismo primério. Eles variam de acordo com a espécie vegetal e a
familia e alguns sao restritos a determinada familia, género ou espécie, possibilitando o
emprego como marcador taxondmico (BENETT; WALLSGROVE, 1994).

Geralmente, os efeitos medicinais e/ou toxicos das plantas estdo relacionados
aos metabolitos secundarios, os quais possuem como funcdo adaptar o vegetal ao meio e
representam a principal classe de substancias vegetais de interesse farmacoldgico
(VANHAELEN et al., 1991).

3.2.2 Funcionalidade
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As plantas apresentam em seus metabdlitos secundarios uma grande fonte de
possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e
propriedades quimicas (VELLOSA et al., 2007). Constituintes tais como flavonoides
(figura 1), alcaloides (figura 2), taninos (figura 3) e carotenoides (figura 4)
demonstraram acOes farmacoldgicas (BARA et al., 2006) as quais podem ser
empregados como agentes medicinais (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Figura 1 — Nucleo fundamental dos flavondides (Simdes et al. 2004).

HN/

Figura 2 — Ergolina (alcaloide da cravagem do centeio) disponivel em <http://www.ff.up.pt/
toxicologia/monografias/ano0708/g25_centeio/acc.html >. Acesso em 11/07/2012.

HO OH
OH

Figura 3 — Acido galico (tanino hidrolizavel) disponivel em <http://es.wikipedia.org org/wiki/Tanino> .
Acesso em 11/072012.


http://es.wikipedia.org/wiki/Tanino
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Figura 4 — B caroteno (carotendide) disponivel em<http://wikipoly.files.wordpress com/2009/03/
beta.jpg>. Acesso em 12/07/2012.

Esses metabolitos secundarios possuem varias atividades, os alcaloides atuam no
sistema nervoso central como calmante, sedativo, estimulante, anestésico e analgésico,
alguns outros alcaloides podem ser cancerigenos e outros antitumorais; as mucilagens
agem como cicatrizante, anti-inflamatério, laxativo, expectorante e antiespasmadico; 0s
flavonoides podem agir como anti-inflamatorio, atuar fortalecendo os vasos capilares, e
ter acdo antiesclerdtico, antiedematoso, dilatador de coronarias, espasmolitico,
antihepatotoxico, colerético e antimicrobiano; os taninos agem como adstringentes e
antimicrobianos (SIMOES, 2004).

3.3 Radicais livres

Os radicais livres sdo espécies quimicas constituidas de um atomo ou associacao
dos mesmos, possuindo um elétron desemparelhado na sua érbita mais externa. Essa
situacdo implica em alta instabilidade energética e cinética, e para se manterem estaveis
precisam doar ou retirar um elétron de outra molécula. A formacdo de radicais livres
conduz ao estresse oxidativo, condi¢do em que a geracdo de espécies reativas excede a
habilidade do sistema em neutraliza-las e elimina-las, com esse desequilibrio inicia-se
uma cadeia de reacOes, originando alteracdes em proteinas extracelulares e a
modifica¢bes celulares. O dano mais comum causado pelo estresse oxidativo é a
peroxidacdo dos &cidos graxos constituintes da dupla camada lipidica que, pode levar
morte celular e também pode resultar na multiplicagéo celular (HIDRATA et al., 2004).

O organismo humano sofre acdo constante de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) geradas em processos inflamatorios, por
disfuncGes bioldgicas ou proveniente dos alimentos. As principais ERO distribuem-se
em dois grupos, os radicalares: hidroxila (HO¢), superoxido (O2¢[1), peroxila (ROO¢") e
alcoxila (RO¢); e os ERN incluem- se o oxido nitrico (NOe¢), 6xido nitroso (N203),


http://wikipoly.files.wordpress 
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acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2[J), nitratos (NO3[]) e peroxinitritos (ONOO[]).
Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no organismo atacando lipidios,
proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios (BARREIROS et al.,
2006). Existem outros, como por exemplo o peréxido de hidrogénio, que por si sO, ndo
apresenta atividade radical, no entanto, sua facilidade em atravessar as membranas
celulares faz com que entre em contato com metais de transicdo ou com oxigénio
singleto, produzindo radicais hidroxilas que, s&o muito nocivos pela impossibilidade de
serem sequestrados in vivo (BARREIRA et al., 2008; SANTOS, 2011). Desta forma, 0s
metais de transi¢do possuem um comportamento similar aos radicais livres, visto que
desempenham uma atividade vital na iniciacdo do processo mediado por estas espécies
reativas (BARREIRA et al., 2008).

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o
papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento, como 0
cancer, as doencas cardiovasculares, a catarata, o declinio do sistema imune e as
disfuncgdes cerebrais (SOUZA et al., 2007).

3.4 Compostos fenolicos como antioxidantes

Para evitar o efeito nocivo destes radicais, 0 organismo possui mecanismos
bioldgicos de protecdo. Entre eles, hormbnios como estrogénio e angiotensina, algumas
enzimas como superdxido dismutase, glutationa peroxidase, e catalase, ou antioxidantes
fornecidos pela dieta como a-tocoferol, carotendides, acido ascorbico e compostos
fendlicos, dotados da capacidade de remover os radicais livres e assim, proteger contra
o0s danos oxidativos (TAWAHA et al., 2007).

Como antioxidantes, os compostos fendlicos sdo moléculas bioativas e
multifuncionais que ocorrem de forma natural nos vegetais, com propriedades que Ihes
permitem atuar como agentes redutores, doadores de atomos de hidrogénio, e
captadores do singleto oxigénio (RICE EVANS et al., 1995, ZHENG; WANG, 2001;
BARREIRA et al., 2008).

Os compostos fendlicos das plantas como fendis simples, acidos fendlicos,

cumarinas, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas tém
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recebido muita atencdo, pois a atividade antioxidante desses deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e sua estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham
um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de
metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacgdo do processo
oxidativo. Os intermedidrios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos s&o
relativamente estaveis, devido a ressonéncia do anel aromético presente na estrutura
destas substancias (SOUZA et al., 2007).

3.4.1 Flavonéides

Entre os compostos fendlicos, encontram-se os flavonoides que possuem
diversas formas estruturais. A maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos
de carbono em seu nucleo fundamental, constituido por duas fenilas ligadas por uma
cadeia de trés carbonos entre elas (SIMOES et al., 2004). A diversidade estrutural dos
flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidacdo e as variagdes no esqueleto
carbonico béasico, promovidas por reacdes de alquilacéo, glicosilacdo ou oligomerizacdo
(COUTINHO et al., 2009).

De forma geral, os flavonoides podem ao apresentar-se na natureza sob formas
de aglicona, que corresponde a sua forma mais simples, e glicosideos (RICE-EVANS et
al., 1997; COUTINHO et al., 2009) que sdo formados por flavonoides ligados a
residuos de acglcares, como glicose, galactose, ramnose, arabinose ou xilose (RICE-
EVANS et al., 1997).

A atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura, quanto maior
0 nimero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons. Ha
necessidade de no minimo duas hidroxilas fenolicas no flavonoide para se obter uma
atividade antioxidante consideravel, uma vez que os monoidroxiflavondides ndo sdo
efetivos. Entre os flavonoides com multiplas hidroxilas destacam-se a miricetina,
quercetina, luteolina, fustina, eriodictiol e taxifolina que possuem forte atividade
antioxidante quando comparados ao a- tocoferol, acido ascorbico, B-caroteno (CAO et
al. 1997; BARREIROS et al., 2006).

Outro fator importante que influencia a atividade antioxidante dos flavonoides €

a sua interagdo com as biomembranas. A lipofilicidade do flavonoide indica a
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incorporacéo desse pela membrana, que é alvo da maioria das ERO e ERN. Assim, deve
haver uma concentracdo minima do flavonoide por &acido graxo, de modo a assegurar a
presenca de uma de suas moléculas proxima ao sitio de ataque do radical. Flavonoides
que possuem uma cadeia de aclcares ligada em sua estrutura sdo muito polares, ndo
sendo assimilados pela membrana, porém, nesta forma eles podem ser armazenados em
vesiculas, possuindo um tempo maior de permanéncia no organismo (BARREIROS et
al., 2006).

Vaérios efeitos biologicos como atividade antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatoria tém sido atribuidos aos flavonoides, visto que sdo capazes de atuar
modulando células envolvidas com a inflamacgéo (por exemplo, inibindo a proliferacdo
de linfdcitos T), inibindo a producado de citocinas pro-inflamatérias (por exemplo, TNF-
a ¢ IL-1), modulando a atividade das enzimas da via do &cido araquiddnico, tais como
fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem a enzima
formadora de Oxido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida, e esses efeitos sdo devidos
a sua capacidade de remover radicais livres (HAVSTEEN, 2002; COUTINHO et al.,
2009), assim como, estimulando a citocina anti-inflamtérias IL - 10 (COMALADA et
al., 2006).

3.5 Plantas potenciais para estudo farmacolégico

O uso de espécies medicinais como fonte de substancias bioativas permanece
uma estratégia promissora que pode contribuir para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas. O Brasil, detentor de aproximadamente um terco da flora
mundial, possui um grande nimero de plantas que vém sendo utilizadas pela populacao
para diferentes fins, especialmente no tratamento da inflamacé&o. Por apresentarem acoes
anti-inflamatorias e imunomoduladoras comprovadas cientificamente, os flavonoides
constituem uma alternativa potencial como agentes terapéuticos frente aos processos
inflamatdrios (COUTINHO et al., 2009).

Entre as espécies vegetais com potencial atividade antioxidante e utilizadas

popularmente no tratamento de processos inflamatorios destacam-se:
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3.5.1 Viola tricolor L.

A espécie vegetal V. tricolor (conhecida popularmente por amor-perfeito) é uma
planta ornamental pertencente & Violaceae (GONCALVES, 2008). As Violaceas
compreendem arbustos ou ervas de 16 géneros e 800 espécies (LORENZI; SANTOS,
1995). E uma herbacea anual de caule curto, ramificado, com 20 - 25 cm de altura,
folhas lisas, cerosas e denteadas. Possui flores isoladas geralmente com trés cores, em
tons amarelo, azul e vermelho. As plantas melhoradas por sele¢do formam o grupo V.
tricolor hortensis cujas flores s&o muito grandes com cores adicionais como roxas,
roxas enegrecidas e brancas, na forma de manchas ou estrias. E cultivada em bordaduras
OU grupos em canteiros ricos, permeaveis e umidos, a pleno sol. Multiplica-se por
sementes que sdo semeadas no outono (LORENZI; SANTOS, 1995).

De acordo com a cultura popular, possui propriedades anti-inflamatoria,
expectorante, estimulante, sudorifera, diurética, depurativa, emoliente, antitumoral e
laxante. Dentre suas indicacOes terapéuticas estdo: uso em feridas, chagas, Ulceras,
eczema Umido, infecgBes cutaneas, afeccdes do sangue, doencgas cardiacas, nervosas e
ictericia (CIAGRI, 2012).

V. tricolor (figura 1) é usada externa e internamente, tem sido relatada no
tratamento de vérias doencas de pele, como seborreia, impetigo e acne; catarro do trato
respiratorio e cogueluche, assim como também auxilia nos casos de dermatite seborreica
em bebés. E também empregada no alivio dos sintomas de cistite. A planta foi
oficialmente incorporada a Farmacopeia dos Estados Unidos e ainda é usada na
América na forma de pomada e cataplasma em eczemas e outros problemas de pele, e
internamente para bronquite (RIMKIENE et al., 2003).

As folhas secas, pulverizadas ou misturadas com mel até formarem uma
pomada, quando aplicadas sobre as feridas, ajudam a cicatriza-las. Para curar infeccbes
cutaneas, tratam-se as partes afetadas com compressas de gaze embebidas em uma
infusdo da planta. A infusdo, que também pode ser ingerida, combate as afec¢Ges do
sangue, a debilidade nervosa, o cansago, as doencas cardiacas nervosas e ictericia
(CIAGRI, 2012). Todas essas aplicaches descritas acima encontram apenas
embasamento empirico, pois ainda ha muito pouco sendo investigado cientificamente

sobre as potencialidades terapéuticas da planta.
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Figura 1 - V. tricolor L. (Amor-perfeito) — Aspecto geral da planta. Disponivel em
<http://cangucuemcores.blogspot.com.br/2009/05/amor-perfeito.htmL> Acesso em 10/05/2012.

Esta espécie contem 0,3% de &cido salicilico e derivados, como metil-éster e
violutosideo, &cidos fendlicos como os acidos trans-caféico, protocatequico e p-
cumérico; 10% de mucilagem, 2,4 - 4,5% de taninos, flavonoides (rutina, violantina,
scoparina, saponaretina, orientina, vicenina, glicosideos antocianidinicos), carotendides,
como Vviolaxantina e zeaxantina, cumarinas, como a umbeliferona e pequenas
quantidades de saponinas, acido ascorbico e tocoferol. Os salicilatos e a rutina presentes
na planta tém propriedade anti-inflamatéria. Devido a alta concentracdo de rutina na
planta, esta pode ser empregada para prevenir rompimentos dos capilares sanguineos,
controlar a formag&o dos fluidos nos tecidos e reduzir a pressio sanguinea (RIMKIENE
et al., 2003). O éacido salicilico possui um efeito queratolitico, também proporciona o
aumento da penetracdo de outras substancias na pele devido a um efeito de dissolugéo
do cimento intercelular (HERANE, 2005).

Estudos da capacidade antioxidante pelo método DPPH nas fraches
diclorometano, acetato de etila e butanolica e no extrato bruto das flores e em outras
partes do vegetal (folhas e ramos) efetuados por Gongalvez (2008) resultaram em
6timas capacidades antioxidantes. Os resultados mostraram que as fracfes do extrato
das flores apresentaram capacidade superior as demais partes da planta estudada. A
fracdo diclorometano apresentou ICso de 13,40 pg/mL, acetato de etila de 13,25 pg/mL
e butandlica de 14,18 pg/mL, sendo equiparavel ao do acido ascorbico (ICso de 12,66
pg/mL). O mesmo autor encontrou 143,57 mg de rutina/g de fracdo butandlica e total
de rutina de 182,72 mg/g de planta, correspondendo a 28,4%, um teor
consideravelmente alto presente nas flores de V. tricolor.


http://cangucuemcores.blogspot.com.br/2009/05/amor-perfeito.html
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Vukics et al. (2008), consideraram que o principal componente das das flores é
rutina e como principal componente das folhas foi identificadas como violantina.
Também observaram que houve correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante e o
conteddo de flavonoides. Toiu et al. (2008) quantificaram 112,23 mg/100g de &cido
salicilico no produto vegetal das partes aéreas dessa espécie. Witkowska-
Banaszczak et al. (2005) testou a infusdo, decocgdo e o extrato etandlico dessa espécie e
verificou significativa atividade inibitoria contra Staphylococcus aureus, Baccilus
cereus, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans.

Svangard et al. (2004) realizaram fracionamento originando uma fracdo rica em
pequenas proteinas lipofilicas, que resultou no isolamento de trés ciclotideos, os quais
demonstraram citotoxicidade dose dependente para as linhagens de células humanas de
linfoma e mieloma, sendo que as poténcias dos trés ciclotideos isolados foram

equiparados ao da doxorrubicina, droga antineoplésica utilizada clinicamente.

3.5.2 Tabernaemontana catharinensis A. DC.

A familia Apocynaceae é considerada uma familia angiosperma contendo
aproximadamente 300 géneros e 2000 espécies conhecidas. Uma estimativa para a flora
brasileira engloba cerca de 41 géneros e 376 espécies. A familia inclui espécies com alta
importancia econdmica, tanto para produtos farmacéuticos e latex, quanto para plantas
ornamentais (JOLY, 1998). O género Tabernaemontana pertence a familia
Apocynaceae e varias espécies desse género sdo utilizadas na medicina popular contra
diversos tipos de enfermidades: diarréia, doencas de pele, verrugas, sifilis, herpes,
hanseniase, céncer, picadas de insetos e ainda, como hemostética, hipotensora e
cardiotonica (AGRA et al., 2008).

Dentro das espécies existentes no Brasil destaca-se a Peschiera fuchsiaefolia,
recentemente reclassificada como Tabernaemontana catharinensis A. DC. (T.
Catharinensis) (ALMEIDA et al., 2004) que e popularmente conhecida pelos nomes de
“leiteira” ou “leiteiro de vaca”, por produzir latex nas folhas, caules e frutos, com muita
abundancia. Seus usos relatados sdo como antidoto para mordedura de serpentes, como
calmante em dor de dente e para o tratamento de verrugas (PEREIRA et al., 2005). De

acordo com Leeuwemberg (1994), esta espécie também é denotada como T. affins, T,
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7

australis, T. hilariana, é encontrada na Argentina e Paraguai, Brasil e Bolivia
(PEREIRA et al., 2008). Arvores ou arbustos de T. catharinensis (figura 2) possuem de
3 - 10m de altura, e seu caule leitoso torna-se glabrescentes com o passar do tempo.
Possui folhas membranaceas estreitamente elipticas a ovado-elipticas, peciolo 3-8mm
de comprimento, inflorescéncia geralmente com muitas flores brancas eretas, terminais
ou axilares, bracteas 3-7 mm de comprimento e frutos de 2 a 3,4 x 1,3 - 2,2 c¢cm,

amarelo, vermelho ou vermelho-alaranjado (MORALES, 2010).

Figura 2 - T. catharinensis (leiteira) — Aspecto geral da planta. Disponivel em
<http://florademisiones.blogspot.com.br/2010/02/tabernaemontana-catharinensis-dc.htmL> acesso em
10/05/2012.

Estudos farmacoldgicos dos extratos brutos dessa espécie tem demonstrado
atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e analgésica (Pereira et al., 2003). Estudos
realizados por Pereira et al. (2008) resultaram no isolamento e determinacdo de
estruturas, tais como, 12 alcaloides inddlicos, 13 triterpenos pentaciclicos e 3 triterpenos
do extrato das cascas das raizes de T. catharinensis e também confirmou que os
compostos ibogamina, 3-oxo-coronaridina e 12-metoxi-4-metilvoachalotina presentes
demonstraram citotoxicidade para linhagens de células tumorais de adenocarcinoma de
mama e de melanoma humano.

Veronese et al. (2005) verificaram que apos a incubagdo do musculo séleo com
veneno de Bothrops jararacussu ou das toxinas bothropstoxin | ou bothropstoxin Il,

juntamente com o extrato aquoso de T. catharinensis, ocorreu imediatamente uma
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reducdo dos niveis de creatina quinase de 53%, 37% e 56%, respectivamente. O
masculo séleo em analise microscopica apresentou reducdo significativa de
mionecroses quando se encontrava protegido pelo extrato aquoso de T. catharinensis.
Pereira et al. (2005), verificaram as atividades antioxidantes através da reacdo acoplada
de betacaroteno/acido linoleico e observaram que as fracGes ricas em alcaloides
obtiveram atividade antioxidante superiores quando comparadas ao controle
betacaroteno. Segundo Pereira et al. (2006), a acao efetiva desse extrato esta associadas
a presenca de alcaloides indolicos.

Estudos realizados por Guida et al. (2003) em extratos metandlicos e fracdo de
alcaloides obtidos do cortex do tronco de T. catharinensis detectou atividade frente a
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus faecalis,
Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Staphylococcus epidermidis, Acynetobacter
Iwoffii.

Janning et al. (2011) verificaram que extrato hidroalcodlico de T. catharinensis,
através de analise macroscopica no processo de cicatrizacdo de ferida em ratos, contém
propriedades cicatrizantes.

Até o momento, ndo constam na literatura, analises quantitativas sobre
compostos fendlicos e sua relagdo com a capacidade antioxidante nesta espécie, esse
estudo é de grande importancia quando se pretende encontrar uma espécie com

potencial farmacoldgico e desenvolver um produto eficaz contendo extratos vegetais.

3.5.3 Jatropha isabellei Mdll. Arg

J. isabellei., pertence a familia Euphorbiaceae e na medicina popular paraguaia,
¢ conhecida popularmente como “yagua rova”, sinbnimos da planta sdo Jatropha
gossypiifolia var. Isabelli Chodat & Hassl. e Jatropha gossypifolia var. Isabelli Chodat
& Hassl. (BASUALDO et al., 1995; PERTINO et al., 2007). Em Santa Maria, RS, a
planta é conhecida como “turubiti” ou “mamoneiro do campo”, (figura 3) e seu uso é
popularmente recomendado para dores nas costas (FROHLICH et al., 2010).

Segundo Joly (1998), esta familia compreende 290 géneros e 7500 espécies,
distribuidos principalmente nas regides tropicais, sendo muito bem representada na flora

brasileira. Os maiores centros de dispersao encontram-se na América e na Africa.
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O decocto e a infusdo das raizes de J. isabellei sdo recomendados como
digestivo, para tratar reumatismo, gota e induzir o aborto (BASUALDO et al., 1995;
PERTINO et al., 2007).

Schmeda-hirschmann e Razmilic (1996) testaram o diterpeno jatrofona isolado
dos rizomas dessa espécie, os resultados demonstraram que o diterpeno foi
significativamente ativo contra as formas promastigotas de Leishmania spp e

Tripanossoma cruzi.

\

AA. Schineider 2008

Figura 3 - J. Isabellei (Mamoneiro do campo) — Aspecto geral da planta. Fotografo: Angelo A. Schneider,
Flora: nativa do Rio Grande do Sul. Disponivel em < http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/
open_sp.php?img=6217> Acesso em 10/05/2012.

Theoduloz et al. (2009) avaliaram a atividade antiproliferativa dos diterpenos
jatrofolona A e B e 16 derivados semi-sintéticos dos mesmos, do composto jatrofona e
trés derivados deste em culturas de células humanas. As células utilizadas foram
fibroblastos de pulmao normal, adenocarcinoma gastrico, leucemia, cancer de pulmao e
carcinoma da bexiga. O composto jatrofolona A foi inativo contra todas as linhagens de
células tumorais, mas sua acetilagdo originou um composto com atividade
antiproliferativa. O composto jatrofolona B foi ativo contra todas as linhagens de
células tumorais, e seus derivados apresentaram efeitos distintos sobre as linhagens de
células selecionadas. O composto jatrofona mostrou forte atividade anticancerigena
enquanto que seus derivados 9B,13adiidroxiisabelliona e  13chidroxi-9i-

acetoxiisabelliona foram menos ativos.
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Estudo relizado por Pertino et al. (2007) demonstrou efeito gastroprotetor dos
terpenos &cido acetil aleuritélico, do diterpeno jatrofona, das jatrofolonas A e B, do
composto 98,13 diidroxiisabelliona e seu derivado acetilado.

Frohlich (2012) estudou as partes subterraneas dessa espécie, atraves de extracao
e fracionamento com solventes de polaridades crescentes. A melhor capacidade
antioxidante foi encontrada a fracdo acetato de etila (ICso de 14,78ug/mL), no entanto o
extrato bruto apresentou ICsy de 124,60 pg/mL. Para estas amostras, o contetudo de
polifendis, flavonoides e taninos condensados foi relativamente proporcional a sua
capacidade antioxidante. O mesmo autor, encontrou atividade anti-inflamatdria através
da avaliacdo de testes antinoceptivos e anti-edematogénicos em modelo animal para

artrite gotosa, do extrato bruto e da fragdo purificada de alcaloides de J. Isabellei.

3.6 Formulacéo

A incorporacdo dos extratos vegetais em formulacdes € uma pratica bastante
difundida, sendo de fundamental importancia a escolha adequada da base a qual os
principios ativos serdo incorporados, garantindo, assim, a estabilidade e absorcdo dos
principios ativos e, consequentemente, obtencdo de seus efeitos farmacodindmicos
esperados (BUHLER; FERREIRA, 2008).

Ressalta-se ainda a importancia no desenvolvimento de fitoterapicos o
estabelecimento de marcadores quimicos, que séo indispensaveis para o planejamento e
monitoramento, e estudos de estabilidade dos produtos intermediério e final. Para isso, 0
conhecimento da estrutura quimica tem especial relevancia no caso de substancias
facilmente degradaveis por fatores tais como luz, calor e solventes (TOLEDO et al.,
2003).

3.6.1Géis

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), géis sdo definidos como formas

farmacéuticas semi-solidas de um ou mais principios ativos que contém um agente
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geleificante para fornecer firmeza a uma solugéo ou disperséo coloidal (um sistema no
qual particulas de dimenséo coloidal — tipicamente entre 1 nm e 1 mm — sdo distribuidas
uniformemente através do liquido).

Sob o ponto de vista dermatologico, sdo amplamente usados, pois apresentam
caracteristicas sensoriais agradaveis, sendo adequados para produtos com finalidades de
protecdo, lubrificacdo, hidratacdo ou outros efeitos, de acordo com o principio ativo
incorporado a formulacdo (NAIRN, 2004). Os hidrossoltveis apresentam facil
espalhamento, ndo sdo gordurosos nem comedogénicos e podem veicular principios
ativos hidrossoltveis (CORREA et al., 2005).

Geralmente, as substancias formadoras de géis sdo polimeros que, quando
dispersos em um meio aquoso doam viscosidade a preparacdo. Além do agente
geleificante e da agua, as formulacbes a base de gel podem conter farmacos, solventes,
conservantes antimicrobianos e estabilizantes. Dentre os polimeros empregados na
formulagdo de géis de uso topico destacam-se gomas naturais, materiais semi-sintéticos
como metilcelulose, hidroxietilcelulose (ANSEL, 2007).

O polimero hidroxietilcelulose €é utilizado como adjuvante farmacéutico. Trata-
se de um polimero de carater ndo iénico, formador de gel em sistemas aquosos, agente
espessante altamente eficiente usado em varias preparacdes tdpicas. Também se
apresenta estavel com varios principios ativos, formulados em preparagdes com ampla
faixa de pH (KIBE, 2000).

Partindo do pressuposto que os farmacos ndo se ligam aos polimeros, tais géis
liberam bem o farmaco (AULTON, 2005), e muitas vezes proporcionam uma liberacao
rapida independente da solubilidade em &gua, quando comparados aos cremes ou
pomadas (GENNARO, 2004).

Para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica estavel e biodisponivel é
necessario conhecer as propriedades fisicas e quimicas do farmaco e dos excipientes
isoladamente e quando combinados (LIEBERMAN et al., 1989). Os excipientes
funcionam como um veiculo para as substancias ativas ou suas associagdes,
possibilitando a preparacéo e estabilidade, modificacdo das propriedades organolépticas
ou determinacéo de propriedades fisico-quimicas de medicamentos, alterando também a
sua biodisponibilidade (PRISTA et al., 2003).
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3.7 Estudos de estabilidade

As pesquisas por novas formas farmacéuticas fitoterapicas vém crescendo, a fim
de viabilizar fitofarmacos eficazes e seguros, entre estas formas estdo aquelas que
contém flavonoides (LOPES et al., 2006), que sdo compostos sensiveis a presenca de
metais, a temperatura e a hidrdlise (ZUANAZZI, 2000).

As formulacbes devem ser estaveis durante as etapas de producdo, envasamento,
estocagem, comercializacdo, distribuicdo e utilizagdo pelo consumidor (CHORILLI et
al., 2007). A instabilidade pode ser definida como uma situagdo de ocorréncia imediata
ou de longo prazo que altera significativamente a durabilidade, a eficacia e a seguranca
do produto como, por exemplo, turbidez, precipitacdo, cristalizacdo, alteracdo da cor,
alteracdo de odor, variacdo de viscosidade e separacdo de fases, fatores que podem ser
identificados durante a fase inicial de desenvolvimento do cosmético (ZAGUE, 2006).

O estudo de estabilidade acelerada consiste na realizacao do teste na fase inicial
de desenvolvimento do produto e com uma duracéo reduzida. E realizado submetendo-
se 0 produto a extremas condi¢Oes de armazenamento como, por exemplo, diferentes
temperaturas, umidade e intensidade de luz, permitindo, assim, que mais dados sejam
obtidos em um curto periodo de tempo. Estas condi¢Ges tém por finalidade acelerar a
decomposicdo do produto e, portanto, reduzem o tempo necessario para os testes de
estabilidade habituais. Este estudo vem demonstrando com grande probabilidade de
acerto o que aconteceria no produto quando este é submetido a condi¢gdes normais de
armazenamento por longo periodo de tempo. Na grande maioria das vezes, o estudo de
longa duracdo confirma o prognéstico dado pelo estudo acelerado (BRASIL, 2004a3;
AULTON, 2005).

A estabilidade de produtos farmacéuticos e cosméticos depende de fatores
ambientais como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio
produto como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composic¢do, processo de fabricagdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagens. Estes estudos fornecem informacdes acerca
do grau de estabilidade relativa de um produto em condic¢des variadas em que venha a
ser submetido, desde sua fabricacdo até o término da validade. Os estudos contribuem

para a orientacdo no desenvolvimento de formulagdes e materiais de acondicionamento,
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aperfeicoamento de formulacGes, estimativa e confirmacdo de prazo de validade e
monitoramento e seguranga dos produtos (BRASIL, 2004a).

Produtos expostos ao consumo e que apresentem problemas de estabilidade
organoléptica ou fisico-quimica, além de descumprirem os requisitos técnicos de
qualidade, podem ainda colocar em risco a satde do consumidor, configurando infracéo
sanitaria (BRASIL, 2004a).

Aliados aos recursos da moderna tecnologia, a industria tem investido em
pesquisas para o desenvolvimento de formulagdes contendo plantas medicinais visando
um mercado promissor pela busca em manter o organismo saudavel e em equilibrio com
produtos de alta qualidade (LOPES et al., 2006).

Neste ponto de vista destaca-se a avaliacdo do teor de substancia ou grupo de
substancias ativas e do perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse,
presentes na matéria-prima vegetal, produtos intermediarios e produto final; por meio de
métodos espectrofotométricos, cromatograficos, fisicos, fisico-quimicos ou quimicos,
devendo possuir especificidade, exatiddo, precisdo e tempo de rotina analitica,
viabilizando-se que o mesmo possa ser utilizado em estudos de estabilidade, permitindo,
inclusive, a deteccdo de produtos oriundos da degradacdo das substancias ativas ou dos
marcadores quimicos. Além disso, a utilizacdo de métodos analiticos visando a
quantificacdo de substancias ativas ou de referéncia bem como de aspectos relativos a
forma farmacéutica sdo essenciais para a obtencdo da homogeneidade dos lotes de
producdo (TOLEDO et al., 2003).
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APRESENTACAO

Os resultados desta dissertacdo estdo sob a forma de trés manuscritos, que estdo
formatados de acordo com as normas dos peridédicos em que foram submetidos, itens
materiais e métodos, resultados e discussao, e referéncias bibliograficas encontram-se

NOS manuscritos.
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Abstract

Antioxidant capacity of the crude extract and fractions of Tabernaemontana
catharinensis fruits and branches, Apocynaceae, was evaluated by the 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method and the content of polyphenols, flavonoids, alkaloids
and condensed tannins were determined by the spectrophotometric method. The ethyl
acetate fraction of the fruits and the butanol fraction of the branches showed ICsy of
181.82 ug/mL and 78.19 ug/mL, respectively. In the analysis of these fractions by
HPLC, it was possible quantify rutin (3.45 mg/g) in the ethyl acetate fraction and
chlorogenic acid (8.96 mg/g) in the butanol fraction. The present study showed that
these quantified compounds can contribute to the antioxidant capacity that was higher in
the branches fraction than in the fruits fraction.

Keywords: Tabernaemontana catharinensis, Antioxidant Capacity, Apocynaceae.

1 Introduction

Currently there is a great interest in finding natural antioxidants from plant materials.
Numerous crude extracts and pure natural compounds from plants were reported to have
antioxidant and radical-scavenging activities (Chang & Sung, 2008; Boligon et al.,
2009). The use of these compounds, such as flavonoids and other phenolic compounds
present in the most plants has been associated with a lower incidence of diseases related
to the oxidative stress (Behera, Verma, Sonone & Makhija, 2008; Hajji et al., 2010),
such as cancer, heart diseases and neurodegenerative diseases (Mustafa, Hamid,
Mohamed & Bakar, 2010; Hajji et al., 2010).
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Tabernaemontana catharinensis A. DC., Apocynaceae, (Syns. Peschiera catharinensis
A. DC) has also been denoted as Tabernaemontana affins, Tabernaemontana australis
and Tabernaemontana hilariana (Rates, Schapoval, Souza & Henriques, 1993; Soares,
Pereira, Meireles & Saraiva, 2007), it is found in Argentina, Paraguay, Brazil and
Bolivia (Leeuwenberg, 1994; Pereira et al., 2008). Popularly it is known as “jasmin”
(jasmine), “leiteira de dois irmaos” (milkweed) and “casca- de- cobra” (snake skin)
(Pereira, Leal, Sato & Meireles, 2005; Rates, Schapoval, Souza & Henriques, 1993).
The tea or infusion of T. catharinensis is used in popular medicine as antiinflammatory
(Pereira, 2003), antidote for snake bites, to relieve toothache, vermifuge and also to
eliminate warts (Pereira, Leal, Sato & Meireles, 2005; Rates, Schapoval, Souza &
Henriques, 1993). The essential oil of the plant leaves showed antioxidant activity
(Boligon et al., 2012)

Many studies realized with plants resulted in the development of natural antioxidant
formulations. However, there is not enough scientific information about antioxidant
properties of various plants, especially those who are less used in medicine. So it is
interesting and useful tasks find new sources of natural antioxidants. In this study, were
determine the total amount of polyphenols, flavonoids, alkaloids and condensed tannins
present in the crude extract and chloroform fraction (CRF), ethyl acetate fraction (EtAc)
and n-butanol fraction (n-BuOH) of T. catharinensis fruits and branches.
Simultaneously, HPLC/DAD was performed to identify which were the mainly

phenolics compounds and to quantify them.

2 Results and discussion

The content of polyphenols, flavonoids, alkaloids and condensed tannins of the crude
extract and its different fractions from the fruits and branches of T. catharinensis are
shown in table S1 and S2, respectively.

The results showed that for fruits, the amount of polyphenols for CRF fraction was the
highest one (311.52 mg GAE/g of fraction), followed by EtAc fraction and n-BuOH
fraction. A similar tendency was not observed with the same fractions of branches,
which showed that the EtAC fraction had the highest amount of polyphenols (397.94
mg GAE/g of fraction), followed by the n-BuOH fraction and the CRF fraction. In the
crude extract of fruits and branches was observed that they had a lower polyphenol’s
content as compared with all the others fractions. Variations in the amount of

polyphenol’s in the different fractions may be attributed to the polarities of the
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compounds presents in the plant (Hajji et al., 2010), phenolic compounds are usually
extracted from the more polar fractions (Tian, Shi, Zhou, Ge & Upu, 2011), for this
reason we found higher concentrations of these compounds in the EtAC and n-BuOH
fractions from the branches.

As to the flavonoids, the results showed that the CRF fraction of branches of T.
catharinensis had the highest amount of flavonoids (180.46 mg of rutin equivalents
(RE)/g of fraction), followed by the EtAc fraction, n-BuOH fractions and the crude
extract. However for fruits, the EtAc fractions had the highest amount of flavonoids
(218.81 mg RE/qg of fraction), followed by the CRF fraction, n-BuOH fraction and the
crude extract.

The highest amount of alkaloids was found in the CRF fractions, for both parts
of the plant, 179.10 mg of alkaloids/g of fraction in braches and 91.48 mg of alkaloids/g
of fraction in fruits. Chloroform solvent is very used for the extraction of alkaloids, such
as in studies performed by Pereira, Leal, Sato & Meireles (2005) and Rates, Cauduro,
Moreno & Henriques (1988) with T. Catharinensis, explaining the large amount of
alkaloids in this fraction.

The results showed that there is a small amount of condensed tannins in fruits
and branches of this species. Studies performed by Wong, Lim, Abdullah & Nordin
(2011) found tannins in methanol extracts of leaves of Vallaris glabra, Apocynaceae.

The DPPH radical scavenging capacity of samples were dose-dependent, and the
branches obtained better antioxidant capacity (AC) than fruits. For fruits, it was
observed that the more polar fractions, EtAc and n-BuOH, had higher scavenging
capacity toward DPPH with the ICsy values of 181.82 pg/mL and 188.24 pg/mL
respectively (table S1), and these same fractions showed superiors amounts of
flavonoids. Many studies have shown that the antioxidants compounds are more easily
extracted by polar solvents due to the presence of hydroxyls (Mensor et al, 2001).

For branches, the n-BuOH fractions exhibited high scavenging activity toward
DPPH with the 1Cso of 78.19 pg/mL, followed by the CRF fraction (table S2). This
result cannot be associate to the polyphenol content and although the amounts of
condensed tannins follow the same tendency of the AC, cannot be said that these are the
main responsible for the AC, because they were found in small quantities. In addition,
large quantities of alkaloids were found in the CRF fraction, which may have
contributed in the great AC of this fraction, since it showed the second best ICsy of
93.11 pg/mL.
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The large variations of the AC may be related not only to the flavonoids

contribution, but certainly is related to the presence of different types of flavonoids.

Generally, the AC of flavonoids is dependent of the structure and of the substitution
pattern of hydroxyl groups. The essential requirement for an effective radical
scavenging activity is the 3, 4-orthodihydroxy configuration in ring B and 4—carbonyl
group in ring C, which has the better electron donating properties and a radical target.
The presence of 3-OH group or 3 and 5 ~OH groups, giving a catechol-like structure in
ring C, which is also beneficial for the antioxidant activity of flavonoids. Removal of
the 3-OH will affect the conformation of the molecule by the reduction of the number of
OH group. The presence of C2-C3 double bond configured with a 4-keto arrangement
was known to be responsible for electron delocalization from ring B and it increases the
radical scavenging activity (Wojdy, Oszmiaski & Czemerys, 2007; Mustafa, Hamid,
Mohamed, & Bakar, 2010). Another important factor is the glycosylation in all these
crucial positions hydroxy!l influences the antioxidant activity of flavonoids such changes
of the hydroxyl groups by glycosylation decreases the antioxidant activity. Flavonoids
often occur as glycosides, glycosylation rendering the molecule less reactive to free
radicals and more soluble in water (Rice-Evans, Miller & Paganga, 1997).

Distinct association between the bioactive compounds and antioxidant capacity
might be related to the presence of various active compounds in the plant, which
resulted different trends of AC (Jayaprakasha & Patil, 2007; Mustafa, Hamid,
Mohamed, & Bakar, 2010). Among the partitions, the more polar ones (AcEt and n-
BuOH fraction) were those that generally had better AC. Consequently, the smaller AC
was found in the less polar partitions, it was demonstrated in the different fractions of
the fruits.

The AcEt fractions of the fruits and the CRF fraction of branches that showed
good antioxidant capacity and more amounts of flavonoids were analyzed by HPLC
(figure S1). In the AcEt fraction of the fruits was possible identify and quantify the rutin
3.45 + 1.66 mg/g of fraction, and in the CRF fraction of branches the quantity of
chlorogenic acid was 8.96 + 0.47 mg/g of fraction. These quantified compounds can

contribute positively for the antioxidant capacity of this species.

3 Conclusion
The branches had higher antioxidant capacity than fruits. The EtOAc fraction of

the fruits and the n-BuOH fraction of the branches showed higher antioxidant
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capacities, these results may be related with the quantity, structure and with the
substitution pattern of hydroxyl groups of flavonoids. Rutin, a glycoside of quercetin
and Chlorogenic acid, both recognized as very active antioxidants may contribute with

this capacity.
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Abstract

Antioxidant capacity of the crude extract and fractions of Tabernaemontana
catharinensis fruits and branches, Apocynaceae, was evaluated by the 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method and the content of polyphenols, flavonoids, alkaloids
and condensed tannins were determined by the spectrophotometric method. The ethyl
acetate fraction of the fruits and the butanol fraction of the branches showed ICsy of
181.82 pg/mL and 78.19 ng/mL, respectively. In the analysis of these fractions by
HPLC, it was possible quantify rutin (3.45 mg/g) in the ethyl acetate fraction and
chlorogenic acid (8.96 mg/g) in the butanol fraction. The present study showed that
these quantified compounds can contribute to the antioxidant capacity that was higher in
the branches fraction than in the fruits fraction.

Keywords: Tabernaemontana catharinensis, Antioxidant Capacity, Apocynaceae.

EXPERIMENTAL

Chemicals

All chemicals were of analytical grade. The solvents for the extractions and
analytical procedures as chloroform, ethyl acetate, ethanol, n-butanol, gallic acid,
chlorogenic acid and a spectrophotometric grade methanol were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Folin—Ciocalteau reagent 2 N, DPPH radical (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl), rutin and catechin were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
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MO, USA). All others chemicals and reagents were purchased locally and were of

analytical grade.

Plant collection and extractions

Branches and fruits of T. catharinensis were collected in Sdo Miguel (Rio Grande do
Sul, south state of Brazil) in December/2009. A dried voucher specimen is preserved in
the herbarium of the Department of Biology at Federal University of Santa Maria
(SMBD 12.355). The branches of the plant were dried at room temperature and chopped
in a knife mill. The chopped branches and fruits in natura were macerated separately at
a room temperature with ethanol 70% for a week with daily shake-up, the solvent was
renewed for four weeks. After filtration, both extracts were evaporated under reduced
pressure to remove the ethanol. Each extract was suspended in water and partitioned
successively with chloroform, ethyl acetate and n-butanol (3 x 200 mL for each
solvent).

Analysis of polyphenols, flavonoids, alkaloids and condensed tannins and
antioxidant capacity

The analysis of the crude extract and of the different fractions of fruits and branches of
T. catharinensis were performed in a Shimadzu UV-1201 spectrophotometer

(Shimadzu, Kyoto, Japan) in triplicate.

Polyphenols analysis

The polyphenols contents were determined by the Folin-Ciocalteu method, described by
Chandra & De Mejia (2004). The absorbance was 730nm, measured in
spectrophotometer. The data were expressed in mg gallic acid equivalent (GAE) per g

of each fraction, based on the calibration curve of gallic acid.

Flavonoid analysis

The flavonoid content was determined by the reaction with aluminum chloride
using the method described by Woisky & Salatino (1998). The absorbance was 420nm,
measured in spectrophotometer. The data was calculated based on calibration curve of

rutin and expressed in mg equivalents of rutin (RE) per g of each fraction.

Condensed tannins analysis



46

Condensed tannins were determined by Morrison’s method, Asiedu, Stuchbury
& Powell (1995) which uses vanillin as a reagent. The absorbance was 500nm,
measured in spectrophotometer. The data were expressed in mg catechin equivalent

(CE) per g of each fraction, based on calibration curve of catechin.

Alkaloids analysis

Alkaloids were determined by reaction of precipitated with dragendorft’s
reagent, described by Sreevidya & Mehrotra (2003). The absorbance was 435nm,
measured in spectrophotometer. The data was calculated based on calibration curve of
Bismuth nitrate and expressed in mg of alkaloids per g of each fraction.

Radical-scavenging capacity — DPPH assay

The antioxidant capacity was evaluated following the method described by Choi
et al. (2002). The Spectrophotometric analysis was used in order to determine the
inhibition concentration (ICso - concentration which gives 50% inhibition) of the crude
extract and fractions. Six different ethanol dilutions of the crude extract and fractions
(2.5 mL), at 250; 125; 62.5; 31.25; 15.62 and 7.81ug/mL were added to 1.0 mL of a 0.3
mM DPPH ethanol solution. The absorbance was measured at 518 nm by
spectrophotometer against a blank after 30 min of reaction at room temperature. DPPH
solution (1.0 mL) plus ethanol (2.5 mL) was used as a control. IP% (percentage of
inhibition) was plotted against sample concentration, and a linear regression curve was

established in order to calculate the I1Cxp.

HPLC system for analysis of chlorogenic acid and rutin

The identifications and assays of chlorogenic acid and rutin were performed
using the method described by Evaristo & Leitdo (2001) slightly modified. High
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was performed with the HPLC
system (Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto-Sampler (SIL-20A), equipped with
Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps connected to the degasser DGU 20A5 with
integrator CBM 20A, UV-VIS detector DAD SPD-M20A and Software LC solution
1.22 SP1. Reverse phase chromatographic analyses were carried out under gradient,
conditions using a C-18 column (4.6 mm x 250 mm) packed with 5 pm diameter
particles; the mobile phase A was water containing 2.0% acetic acid and mobile phase B

was methanol. The mobile phase was filtered through a 0.45 um membrane filter and
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then degassed by an ultrasonic bath prior to use. Standard references solutions of
chlorogenic acid and rutin were prepared in the HPLC mobile phase at a concentration
range of 0.00625 — 0.250 mg/mL and 0.0031 — 0.250mg/mL, respectively. The AcEt
fraction of the fruits and CRF fraction of the branches was also dissolved in the mobile
phase. All solutions and samples were first filtered through a 0.45 pum membrane filter
(Millipore). The chromatographic peaks were confirmed by comparing their retention
time and Diode-Array-UV spectra with those of the reference standards. Isolated
compound was quantified at 327 nm and 356nm, respectively. The flow rate was 0.8
mL/min and the injection volume was 40ul. All chromatographic operations were

carried out at room temperature and in triplicate.

Statistical analysis

One-way ANOVA followed by Tukey test were performed in the total phenolics,
flavonoids, alkaloids, condensed tannins and DPPH assays. Statistical p values were
calculated to quantify levels of significance for each treatment type. A significant p
value (p < 0.001 when appropriate) means that there exists significant difference

between the two sets of data being analyzed.
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Table S1 - ICsy and total of polyphenols, flavonoids, alkaloids and condensed tannins in the crude extract
and in the fractions of fruits of T. catharinensis.

. . Condensed
_ Polyphenols  Flavonoids Alkaloids .
Fractions and 1Csg _ tannins
crude extract (ug/mL) (mg GAE/g dry (mg QE/g dry (mg of alkaloids/g .
extract) extract) dry extract) (mg CE/% g dry
extract)
CRF 266.55+1.57 a 31152409 a 154.73+1.74 a 91.48+1.77 a 3.11+0.40a
EtAc 181.82+1.05b 221.12+1.64b 218.81+1.08 b 18.44+1.92 b 5.51+0.40 b
n-BuOH 188.24+0.68 b 111.97+0.09 ¢ 119.07+1.30 a 16.41+0.72 b 0.53+0.67 c
Crude extract ~ 1155.91+0.64 ¢ 71.03x0.2d 41.30+1.08 ¢ 6.84+1.58 c 1.42+0.68 ac

Results are expressed as mean of three determinations = RSD (relative standard deviation); averages
followed by different letters in each column differ by Tukey test at p < 0.001.

Table S2 - ICsy and total of polyphenols, flavonoids, alkaloids and condensed tannins in the crude extract
and in the fractions of the branches of T. catharinensis.

. . Condensed
_ Polyphenols  Flavonoids Alkaloids .
Fractions and ICsg X tannins
crude extract (ug/mL) (mg GAE/g dry (mg QE/g dry (mg of alkaloids/g .
extract) extract) dry extract) (mg CE/% g dry
extract)
CRF 93.11+1.55a 191.50+2.0 a 180.46+1.77 a 170.10+1.53 a 2.66+0.25 ab
EtAc 106.27+1.18 a 397.94+1.39b 163.51+1.44 b 29.57£1.27b 2.33+0.40 ab
n-BuOH 78.19+£0.54 b 248.70+1.92 c 156.28+£1.71 b 58.20+1.02 ¢ 3.10+0.17 a
Crude extract 202.17£15¢c 42.47+1.41d 39.54+1.17 ¢ 11.02+1.99d 1.67+0.98 b

Results are expressed as mean of three determinations £ RSD (relative standard deviation); averages
followed by different letters in each column differ by Tukey test at p < 0.001.

ST Y

— T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 min

Figure S1 - HPLC analysis' of chlorogenic acid of the CRF
fractions of the branches (1) and of the rutin of the EtAC
fraction of the fruits (2), (3) unknown peak.
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Abstract

Heartsease, also known as wild pansy (Viola tricolor L.). This study investigates the
phytoconstituents, antioxidant capacity and validates a method for quantification of
rutin in the crude extract of the flowers of V. tricolor and in the extract incorporated in
gel by HPLC. The extract contains considerable amounts of polyphenols, 109.32 + 1.29
mg of GAE/g of extract, similar antioxidant capacity were found by DPPH method (ICs
of 16.00 £ 0.78 pug/mL) compared with the standard ascorbic acid (ICso of 16.57 = 0.95
png/mL), these excellent results may be due to the amounts of polyphenols, flavonoids
and condensed tannins. HPLC method for quantification of rutin in the extract and in
gel has been linear, sensitive, precise, specific, accurate and robust. These validated
method can be used to control the quality of the extract and of the gel.

Keywords: Viola tricolor L., rutin, HPLC validation, salicylic acid.
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Introduction

Heartsease, also known as wild pansy (Viola tricolor L., Violaceae), has a long history
in phytomedicine (1). The therapeutic activity of pansy has been identified in treating
various skin conditions, such as eczema, seborrhea, impetigo, and acne (2).

Wild pansy contains 0.3% of salicylic acid and its derivatives such as the methyl
ester and violutoside (the glucosidoarabinoside of salicylic acid methyl ester); phenol
carboxylic acids such as trans-caffeic acid, protocatechuic acid, p-coumaric acid; 10%
of mucilages (made up of glucose (35%), galactose (33%), arabinose (18%), and
rhamnose (8%)); 2.4-4.5% of tannins, flavonoids (rutin, violanthin, scoparin,
saponaretin, orientin, vicenin, anthocyanidin glycosides); carotenoids (violaxanthin and
four geometrical isomers, zeaxanthin, etc.); coumarins: umbelliferone; small amounts of
saponins; ascorbic acid and tocopherol. The salicilates and rutin contained in the plant
are anti-inflammatory (2).

In the form of plant extracts, flavonoids have been used in dermatology and
cosmetics for a long time (3). The main reason of increasing popularity of these
substances is their beneficial biochemical activity and the main factor affecting activity
of flavonoids in the skin is their skin penetration ability (4). The available data indicate
that the compounds of this group permeate through the stratum corneum and can reach
the viable layers of the epidermis and dermis (3)

The worldwide trends to standardize extracts by fast and efficient techniques as
chromatographic and spectrometric, with the purpose of determining the substances
usually present, responsible for cosmetic activity, even in small concentrations (5).

Two basic factors determine the composition of an extract: the quality of plant

material and the process of production (6). The standardization of plant extracts should
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be performed in order to known the contents of one or more constituents (7). The
increasing demand for safe and effective products has required of the scientific
community more complex studies and the use of more efficient techniques to determine
the stability. The immense Brazilian biodiversity led to the development of several
products, in different forms, which complicates, even further the standardization of
experimental protocols to certify the stability of these preparations (8).

The development and validation of an efficient analytical method is an integral part
of the quality control of the source material, in order to guarantee the safety and
effectiveness of the resulting compound (9). This study investigates the
phytoconstituents and the antioxidant capacity, besides the validation of a method for
quantification of rutin in the crude extract of the flowers of V. tricolor and in the extract
incorporated in gel. A HPLC with UV detection was used, the validation followed
characteristics of precision, linearity, limit of detection, quantification, specificity,

accuracy and robustness.

Experimental

Reagents

All reagents used in this study were of analytical grade. Ethanol, methanol, vanillin,
gallic acid, salicylic acid and the spectrophotometric grade methanol were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). Folin-Ciocalteau reagent, DPPH (2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), rutin and catechin were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). All the other chemicals and reagents were of analytical grade and
purchased locally. The chemicals used in the formulation were kindly provided by the

pharmacotechnic laboratory of the University Federal of Santa Maria.
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Methods

Collection and extraction of plant

The flowers of V. tricolor were collected in the city of Gaurama (Rio Grande do Sul,
south Brazil) between September and November of 2009. A dried voucher specimen is
preserved in the herbarium of the Department of Biology at Federal University of Santa
Maria (SMBD 12.958). The flowers were dried in stove (temperature < 40° C) and
chopped in a knife mill. The chopped flowers were macerated at a room temperature
with ethanol 70% during a week, with daily shake-up, the solvent was renewed for four
weeks. After filtration, the extract hydroalcoholic was evaporated under reduced
pressure in a rotary evaporator to remove the ethanol. The aqueous extract was dried in

stove (temperature above 40°C) getting the crude extract.

Analysis of polyphenols, flavonoids, condensed tannins, alkaloids and the
antioxidant capacity in the crude extract of the V. Tricolor flowers
The analysis was performed in a Shimadzu UV-1201 spectrophotometer (Shimadzu,

Kyoto, Japan)

Polyphenols

The polyphenol content was measured by Folin-Ciocalteu method described by Chandra
and Mejia (10). The volume of 0.5 mL of 2 N Folin—Ciocalteu reagent was added in 1
mL of the sample. This blend was allowed to stand for 5 min before the addition of 2

mL of Na,CO320%. The solution was left standing during 10 min before reading, at 730
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nm. The data was expressed in mg of gallic acid equivalent (GAE) per g of crude

extract, based on the calibration curve of gallic acid.

Flavonoids

The flavonoids content was determined by the reaction with aluminum chloride using
the method described by Woisky and Salatino (11). The volume of 0.5 mL of AICI; 2%
solution was added in 1 mL of the sample. After 15 minutes, the absorbance was read,
at 420 nm. The data was calculated based on the calibration curve of rutin and expressed

in mg equivalents of rutin (RE) per g of crude extract.

Condensed tannins

Condensed tannins were determined by the vanillin method described by Morrison et al.
(12), slightly modified. The volume of 0.1 mL of a extract solution (25mg/mL of
concentration) was pipetted into a test tube, after that 0.9 mL methanol was added.
Vanillin reagent (2.5 mL equal volumes of 1 g of vanillin in 100 mL methanol and 8 mL
concentrated HCI in 100 mL methanol) was added. The test tubes were placed in a
water bath for 20 min. The absorbance was read at 500nm. The data were expressed in
mg catechin equivalent (CE) per g of crude extract, based on the calibration curve of

catechin.

Alkaloids

The alkaloids were determined by the precipitation reaction with Dragendor{f’s reagent,
described by Sreevidya and Mehrotra, (13). Briefly describing, 5 mL of the solution of
the extract was taken, the pH was kept between 2 and 2.5 with diluted HCI, 2 mL of

Dragendorff’s reagent was added and the precipitate formed was centrifuged. After that,
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the precipitate was washed with alcohol, the filtrate was discharged and the residue was
treated with 2 mL of a disodium sulfide solution, the brownish black precipitate formed
was then centrifuged. The residue was dissolved in 2 mL of a concentrated nitric acid,
this solution was diluted in 10mL of distilled water. In 1 mL of this solution was added
5 mL of thiourea solution. The absorbance was measured at 435nm, the data were
calculated based on the calibration curve of bismuth nitrate and expressed in mg of

alkaloids per g of crude extract.

Radical scavenging capacity — DPPH assay

The antioxidant capacity was evaluated according to a slightly modified method,
previously described by Choi et al. (14). Spectrophotometric analysis was used in order
to determine the inhibition concentration (ICsp - concentration which gives 50%
inhibition) and the inhibition percentage (IP%) of the crude extract. Six different
ethanol dilutions of the extract, 2.5 mL at 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 pg/mL
were mixed with 1.0 mL of a 0.3 mM DPPH ethanol solution. The absorbance was
measured at 518nm in spectrophotometer against a blank after 30 min of reaction at
room temperature. A DPPH solution (1.0 mL, 0.3 mM) plus ethanol (2.5mL) was used
as a control. The same was performed with standard ascorbic acid under the same
experimental conditions. Inhibition of DPPH autoxidation in percent (IP%) was

calculated according to the Equation 1.

IP% = 100 — [(ABS SAMPLE — ABS BLANK) / ABS CONTROL) X 100] (1)

The ABS SAMPLE is the absorbance of the test compound, ABS BLANK is the

absorbance of the blank and the ABS CONTROL is the absorbance of the control
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reaction (containing all reagents except the test compound). IP% was plotted against
sample concentration, and a linear regression curve was established in order to calculate
the 1Cs.

Analysis in HPLC

Analysis in HPLC was utilized with the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan),
Prominence Auto-Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu LC-20 at reciprocating
pumps connected to the degasser DGU 20A5 with integrator CBM 20A, UV-VIS
detector DAD SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1. The mobile phases and
all solutions and samples were filtered through a membrane filter (Millipore, Bedford,
USA), 0.45 um, and then degassed by an ultrasonic bath before use. The quantification
was carried out by integration of the peaks using the external standard method. The
chromatographic peaks were confirmed by comparing their retention time and Diode-
Array-UV spectra with those of the reference standards. All chromatographic operations

were carried out at room temperature and in triplicate.

Analysis of salycilic acid in extract

The analysis of salicylic acid was performed using the method described by British
Pharmacopoeia, (15) slightly modified. For quantification of salicylic acid, reverse
phase chromatographic analyses was carried out in isocratic conditions using Shimadzu
C-18 column (4.6 mm x 150 mm) packed with 5 pum diameter particles. The mobile
phase was water-methanol (60:40, v/v) containing 1% Glacial acetic acid (v/v). The
salicylic acid was quantified at 300nm; injection volume was 40ul and the flow rate was

1 mL/min.

Validation method for quantification of rutin in plant extract
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The method was validated according to the Guidelines of International Conference on
Harmonization (16).

Preparation of standard solution: A rutin reference standard solution was prepared
in methanol-water (1:1, v/v). Standard calibration solutions at seven levels were
prepared by serial diluting of a stock solution at concentrations of 10 - 700 pg/mL.

Test solution of the extract: Amount of 0.05 g of the extract was weighed in a flask,
methanol-water (1:1, v/v) solution was added to 10 mL, and the solution was placed in
an ultrasonic bath during 15 min.

Chromatographic conditions: For the quantification of rutin, reverse phase
chromatographic analyses were carried out under isocratic conditions using a Shimadzu
C-18 column (4.6 mm x 150 mm) packed with 5 pum diameter particles; the mobile
phase was water-methanol (1:1, v/v) containing 0.002% (v/v) phosphoric acid. The rutin
was quantified at 356nm; injection volume was 20ul and the flow rate was 1 mL/min.

Specificity: The specificity defined as the ability of the method to measure the
analyte accurately and specifically in the presence of components in the sample matrix,
was determined by analysis of chromatograms of the standard solution and the sample
solutions. Photodiode-array detector described was employed to compare the sample
and the reference standard profile.

Linearity and range: The linearity between peak area and concentration was
analyzed using three calibration curves obtained with standard solutions of rutin at eight
different concentrations each, 10 - 700 pug/mL. The data for peak area versus rutin
concentration were treated by linear regression analysis. The range was obtained from
standard linear curve.

Sensitivity: The limit of detection (LOD) and the limit of quantization (LOQ) were

determined from the calibration curves of the rutin standard. LOD was calculated
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according to the expression 3c/S, where o is the standard deviation of the response and
S is the slope of the calibration curve. LOQ was established by using the expression 10
olS (16).

Accuracy: The accuracy was evaluated by means of recovery tests carried out by
adding known amounts (18%, 25% and 33% of rutin reference standard) in the sample,
at three different levels, three solutions each in triplicate. The percent recovery was
determined by comparing the results of the analyses of the fortified samples.

Precision: The test of repeatability was carried out using eight samples, in the same
concentrations, and same day. For the intermediate precision, the same experiment was
conducted in another day. The relative standard deviation (RSD) was used as statistic
parameter.

Robustness: The robustness of a method is its ability to remain unaffected by small
deliberate variations in method and was evaluated by changing of the mobile phase pH

and flow rate, in triplicate.

Method validation for quantification of rutin in gel
The gel was prepared by utilizing Natrosol QP 400H (Farmaquimica®), EDTA
(Proquimios®), Nipagin (Belga®) and the extract of V. tricolor. The method was
validated according to the guidelines of International Conference on Harmonization
(16). The chromatographic conditions and parameters sensitivity, precision and
robustness were the same used in the validation method for quantification of rutin in the
extract.

Preparation of standard solution: A rutin reference standard stock solution was
prepared in methanol-water (1:1; v/v). Calibration standard solutions at seven levels

were prepared by serially diluting the stock solution to concentrations of 5 - 400 pug/mL.
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Test solution of the gel: Amount of 1 g of the gel was weighed in a flask, methanol-
water, (1:1, v/v) solution was added to 10 mL, and the solution was placed in an
ultrasonic bath during 60 min.

Linearity and range: The linearity between peak area and concentration was
analyzed using three calibration curves obtained with standard solutions of rutin at
seven different concentrations each, 5 - 400 ug/mL. The data for peak area versus rutin
concentration were treated by linear regression analysis. The range was obtained from
standard linear curve.

Specificity: The specificity was determined by analysis of chromatograms of sample
solutions of the gel without extract, with the purpose to verify the absence of gel
interferents.

Accuracy: The accuracy was evaluated by means of recovery tests carried out by
adding known amounts (4%, 8% and 16% of rutin reference standard) in the sample, at
three different levels, three solutions each in triplicate. The percent recovery was

determined by comparing the results of the analyses of the fortified samples.

Results and discussion

Several extracts have antioxidant capacity, among the compounds found in extracts,
flavonoids and other phenolic substances play an important role (17). The result of the
phytochemical analysis is presented in Table I and it revealed the presence of active
constituents. The quantity of polyphenols found was 109.32 mg of GAE/g and
flavonoids 99.40 mg of RE/g, showing that most of the polyphenols existent in the
extract are flavonoids. Vukics et al., (18), also found considerable quantities of

flavonoids in this species by the method of the European Pharmacopoeia.
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Similar antioxidant capacity was found for the extract of flowers of V. tricolor
compared with the standard ascorbic acid (figure 1). The DPPH radical scavenging
capacity of samples were dose-dependent, and the ICso values was of 16.57+ 0.78
pg/mL for the standard ascorbic acid and 16.00 £ 0.95 (SD)ug/mL for the extract of the
flowers, these excellent results may be due to the amounts of polyphenols and
flavonoids found in extract. Vukics et al., (18) found a positive correlation between the
amounts of flavonoids and antioxidant capacity in this species. Results from study by
Mustafa et al., (19) suggested that phenolic compounds, in particular, the flavonoids, are
the major contributor to the antioxidant capacity of the plants tested and consequently,
can be utilized in the development of functional ingredients with potent antioxidants
properties for commercial exploration.

Considerable quantities of condensed tannins were found, 10.83 mg of CE/g,
superior to the results of Rimkiene et al., (2) that found amounts ranging from 1.3 to
4.5% tannin, between 1995 and 2002. In vitro tests of extracts rich in tannins showed
bactericidal and fungicidal activity, inhibition of lipid peroxidation and free radical
scavenging. They also can help in the healing process of wounds, burns and in the
inflammation process, by the formation of a protective layer (tannin-protein complex) in
the damaged skin (20). Additionally, quantities of 5.73 + 0.45 mg of salicylic acid/100g
of extract were found (figure II). Studies by Toiu et al., (22) encountered higher
quantities of this metabolite in the aerial parts of this plant. Salicylic acid also has anti-
inflammatory and antibacterial properties (23).

So far, the literature had only qualitative data about the existence of alkaloids in V.
tricolor (21), in our study we found small amounts of alkaloids, 0.55 mg of alkaloids/g,
therefore, is probable that this metabolite has little influence on the therapeutic effect

and antioxidant capacity of this species.
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The various phytochemicals present in plants have been reported to possess great
potential in treatment of various diseases. These constituents act directly in activities
like antioxidant, anti-inflammatory and anti-microbial (24). The compounds found as
polyphenols, flavonoids, tannins and salicylic acid, make this species a promise for the
development of formulations and to ensure the quality of the extract and of the gel,
appropriate analytical methods must be established. Rutin is one of the constituents of
the flowers of this species, so it was used as a marker to evaluate the quality of the
extract and of the gel.

The validation method for the quantification of rutin in the extract showed linearity
and sensitivity between the concentrations of 10 - 700 pg/mL, as shown in table 1. The
results of the relative standard deviation (RSD) obtained from the analyses of precision
in extract were of 0.26 and for the intermediate precision of 0.86. The results were
satisfactory because the RDS was less than 2. Analysis of the chromatogram of the
sample by means of photodiode-array detector indicated the specificity of the method
(data not shown). The accuracy was determined by analyzing a sample of known
concentration and comparing the measured value with the true value, using the method
of standard addition. The table 111 shows the results for accuracy expressed as the
percentage of recovery and RSD, the method showed adequate accuracy.

There was no relevant change when the mobile phase pH and flow rate were
modified, this shows the robustness of the method, under the conditions evaluated.

Our results showed higher amounts of rutin, 79.16 mg/g of rutin in extract (figure I1).
Vuckis et al., (18) found as the main constituent of the flowers of V. tricolor the
flavonoids rutin and its concentration found in studies by Vuciks et al., (1) was 420
pg/g rutin, this difference may be due to differences in soil, climate, time of collection,

and parts of plant analyzed.
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The same way, the results of linearity and sensitivity of the validation method for
quantification of rutin in gel were adequates in the concentration range of 5 - 400
pg/mL as shown in table IV. The results obtained for the analyses of precision in gel
were RSD of 0.75 and for the intermediate precision obtained RSD of 0.07. The absence
of interferences in the chromatograms of the samples of the gel without the extract at
356 nm confirmed the specificity of the method (data not shown). The results for the
accuracy of the method are shown in Table V and were considerate adequate. There was
no relevant change when the mobile phase pH and flow rate were modified, this shows
the robustness of the method. Additionally, it was observed that the sonication time of
45 minutes was ineffective for complete extraction of rutin from the gel, because the
method indicated quantities of 209.94 + 0.11mg of rutin/ 100 g of gel (below of 90% )
On the other hand, after 60 min of sonication the gel presented 233 mg of rutin/ 100 g

of gel (figure 1V).

Conclusion

V. tricolor presents a considerable amount of polyphenols and flavonoids, large
amounts of rutin that contribute to the antioxidant capacity of this species, constituents
such as condensed tannins, alkaloids and salicylic acid which may also help in this
capacity. The proposed method for quantification of rutin in the extract and in gel has
been linear, sensitive, precise, specific, accurate, and robust. This validated method can

be used to the quality control of the extract and the gel.
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Table | - Total of polyphenols, flavonoids, condensed
tannins and alkaloids in crude extract of V. tricolor.

Secondar
y Amount + RSD

metabolite
Polyphenols 109.32 mg of GAE/g of ext £ 1.29
Flavonoids 99.40 mg of RE/g of ext + 1.27
Condensed tannins 10.83 mg of CE/g of ext + 0.49
Alkaloids 0.55 mg of alkaloids/g of ext + 0.79

RSD: relative standard deviation; ext: extract

Table 1l - Results of linearity and sensitivity of method for
quantification of rutin in crude extract of V. tricolor

Parameter statistc rutin
Linearity range 10 - 700pug/mL
Standard curve Y =39481x + 98918
Correlation coefficient R =0.9994
Limit of detection 10.06 pg/mL
Limit of quantitation 33.49 pg/mL
Table 11l — Recovery of the standard solution of rutin
added the samples analyzed by the proposed method
added amount (%) % Recovered® RSD
18 100.8 0.49
25 96.76 0.22
33 96,07 0.33

% = mean of three measurements, RSD: relative standard
deviation

Table IV - Results of linearity and sensitivity of method
for quantification of rutin in gel of V. tricolor.

Parameter statistc Rutin

Linearity range 5 - 400pg/mL
Standard curve Y=32890x + 21599
Correlation coefficient R =0.9994

Limit of detection 1.99 pg/mL

Limit of quantitation 6.64 pug/mL
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Table V — Recovery of the standard solution of rutin
added the samples, analyzed by the proposed method.

added amount (%) % Recovered® RSD
4 100.37 0.67
8 99.32 0.23
16 98.79 0.68
% = mean of three measurements, RSD: relative standard
deviation
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Figure | - Percentage of antioxidant capacity of ascorbic acid standard
and of the crude extract of V. tricolor evaluated by DPPH method.
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Figure 1l — Chromatogram of the quantification of

salicylic acid in crude extract of V. tricolor. (SA)
salicylic acid.
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Figure 1Il — Chromatogram of the quantification of

rutin in crude extract of V. tricolor. R ( rutin); (*)
unknown peak, probably related to flavonoid
glycosides.
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Figure 1V - Chromatogram of the quantification of
rutin in gel of V. tricolor. (R) rutin; (*) unknown peak,
probably related to flavonoid glycosides.
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1. Introduction

The interest in plant-derived compounds for health issues has risen significantly
during the last years. It is available a rich variety of dietary and cosmetic products
containing different plants extracts. Some of these extracts have a nice effect on the
premature skin aging. Among the compounds that were found in these extracts, the
flavonoids and some other phenolic substances are the most important [1]. Since the
flavonoids are required to prevent the photooxodative stress in the skin, it is important
know about the action of these substances and how they may affect the physical stability
after the inclusion of the extract in the topical formulation [2].

The stability tests represent an indispensable part of the testing program for
pharmaceutical or cosmetic products, since the instability of the preparation modifies
requisites, like: quality, efficacy and safety [3]. The stability can be affected by
environmental factors such as pH, light, air, and temperature variation [4], that is the
main parameter used to induce fast chemical and physical alterations in formulations [4,
5]. Accelerated stability studies using temperature stress, HPLC analysis and viscosity
determinations are useful to characterize formulations in a short time period [1,4,6].

Viola tricolor (Violaceae) also known as Wild Pansy and Heartsease, has been
identified in the treatment of various skin conditions, such as eczema, seborrhea,
impetigo and acne [7]. Most of heartsease’s biological activities are attributed to their
antioxidant flavonoid compounds [8,9]. The antioxidants are chemical compounds that
can inhibit the oxidation reaction promoted by free radicals. They can reduce the skin
damage by neutralizing the destructive action of the free radicals [10]. Studies by
Vukics et al. [9] considered rutin as main flavonoid present in this species.

A content analysis of the main biologically active components in the raw
materials of plant and herbal medicines is an important step for the safety and efficacy
of its use in the preparation of pharmaceutical products. The quantitative determination
of the active ingredients in herbal medicines is just beginning and the presence of an
active phytocomplex of plants and its extracts difficult the analysis [11,12].

The organoleptic analysis, pH, viscosity and quantification of rutin were realized
with the objective of analyze the preliminary and the accelerated stability of the gel

containing the extract of V. tricolor.
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2. Material and Methods

The spectrophotometric grade methanol was purchased from Merck (Darmstadt,
Germany) and the rutin, from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All others
chemicals and reagents were purchased locally and were of analytical grade. The
reagents used in the formulation have been provided by the pharmacotechnics

laboratory of the Federal University of Santa Maria.

2.1 Collection and extraction of plant

The flowers of V. tricolor were collected in the city of Gaurama (Rio Grande do
Sul, south Brazil) between September and November of 2009. A dried voucher
specimen is preserved in the herbarium of the Department of Biology at Federal
University of Santa Maria (SMBD 12.958). The flowers were dried in stove
(temperature < 40° C) and chopped in a knife mill. The chopped flowers were
macerated at a room temperature with ethanol 70% during a week, with daily shake-up,
the solvent was renewed for four weeks. After filtration, the hydroalcoholic extract was
evaporated under reduced pressure in a rotary evaporator to remove the ethanol. The

aqueous extract was dried in stove (temperature above 40°C) getting the crude extract.

2.2 Development of gel containing extract of V. tricolor

The crude extract of V. tricolor was incorporated into the gel in a concentration
of 3% (w/w). The composition of the gel is shown in Table | and was prepared by
dispersion, in accordance with the physical characteristics of the polymer. EDTA,
Nipagin and distilled water were placed in a mortar, heated to 65°C in hot plate. After,
the Natrosol was added slowly. After cool down to 40°C, Germal was added and the
extract was added previously dissolved in distilled water. The agitation was performed
with a pistil during the whole process.

One day after the preparation, the gel samples were fractioned in triplicates of

60g and kept in impermeable polypropylene containers.

2.3 Stability study
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The preliminary and accelerated stability tests were conducted following the
Guide of Stability to Cosmetic Products [13]. Organoleptic tests, measurements of pH,
viscosity and concentration of rutin were the parameters analyzed.

In preliminary stability three samples were submitted to cycles freeze/defrost
(storage temperature 4°C £ 2 and 38°C * 2), intercalating the samples every 24h, during
2 weeks. The pH measurement and organoleptic tests were performed daily. Viscosity
measurements and the content of rutin in the gel were performed at zero time and after
two weeks.

In accelerated stability three batches of each sample were stored and analyzed in
triplicate at low temperature (4°C £ 2), room temperature (25°C * 5) and high
temperature (38°C + 2). All tests (organoleptic, pH, viscosity, quantification of rutin)

were performed at zero time, 1, 7, 15, 30, 60 and 90 days after the gel preparation.

2.3.1 Organoleptic characteristics

The evaluations of the organoleptic characteristics were performed considering
any change of color, smell and appearance. The samples were evaluated at the same

temperature, lighting and packaging conditions.

2.3.2 pH measurements

One gram of each formulation was weighed and diluted with distilled water to
10 mL [14]. After homogenized, the pH measurements of the samples were performed
at 25 °C with a potentiometer model Digimed (DM-22), Digicrom Analytical,
previously calibrated with buffer solutions of pH 4.0 and 7.0.

2.3.3. Viscosity analysis

The viscosity measured was performed through rotational viscosimeter
(Brookfield LV SPINDLE SET), was used the rotation speed of the spindle immersed in
the sample. The viscosity of the formulations ware measured at 25°C + 2 during the
analysis. A LV4 spindle and 30 rpm of rotation were used. The results were expressed

in centipoises (cP).
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2.3.4 Analysis of rutin in gel by High performance liquid chromatography

The analysis rutin were performed using the validated method by PIANA [15].
Analysis in High Performance Liquid Chromatography (HPLC-DAD) was utilized with
the HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto-Sampler (SIL-20A),
equipped with Shimadzu LC-20 AT reciprocating pumps connected to the degasser
DGU 20A5 with integrator CBM 20A, UV-VIS detector DAD SPD-M20A and
Software LC solution 1.22 SP1. The mobile phases and all solutions and samples were
filtered through a 0.45 um membrane filter (Millipore, Bedford, USA) and then
degassed by an ultrasonic bath before use. The quantification was carried out by
integration of the peaks using the external standard method. The chromatographic peaks
were confirmed by comparing their retention time and Diode-Array-UV spectra with the
reference standard. All chromatographic operations were carried out at room
temperature and in triplicate. For the quantification of rutin, reverse phase
chromatographic analyses were carried out under isocratic conditions using a Shimadzu
C-18 column (4.6 mm x 150 mm) packed with 5 um diameter particles; the mobile
phase was water-methanol (1:1, v/v) containing 0.002% (v/v) phosphoric acid. The rutin
was quantified at 356 nm the flow rate was 1 mL/min. and the injection volume was
20pl.

2.4 Results and discussion

For development of any formulation, several studies are necessary. In relation to
flavonoids there are only studies about interference of the excipients in the
formulations. Studies by Arct et al. [16] reported that the increase in solubility of the
flavonoids in the presence of hydrophilic substances causes a significantly decreases the
driving force for the permeation process. These results suggested that the presence of
hydrophilic additives in the cosmetic formulation changes the permeation profile of
flavonoids.

Diffusion studies performed by Valenta et al. [17] using an artificial membrane
showed that gel of hydroxyethylcellulose obtained a good release profiles and
permeation of the rutin, better result was meet for Na-deoxycholate, substance not

marketable in our country. For these reasons, our formulation was developed using
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hydroxyethylcellulose polymer and not using hydrophilic additives in order to promote
a better permeation of flavonoids and better results.

In the herbal gel formulations the incompatibilities may occur between the gel
forming polymer and the other constituents of the formulation, especially after the
addition of extracts or tinctures that can generate incompatibilities as: turbidity,
precipitation, crystallization, color change, smell change or disruption of the polymer
chain [18].

The stability study is the primary testing phase to a product development. Using
extreme temperature (heat stress) to accelerate possible reactions between its
components and the possible appearance of signs of instability that must be observed
and analyzed according to the specific features of each product [13,18].

No relevant changes were detected in relation to the organoleptic characteristics,
pH, viscosity and quantification of rutin during the preliminary stability study. Because
of these good results an accelerated stability study was conducted.

The results of the accelerated stability of the organoleptic tests are shown in
table Il. Results showed that there were water liberation from the gel that was submitted
to high temperature (intense within 60 days), and, at room temperature, slight at 90
days. The V. tricolor extract contains saponins [7], that are steroid glycosides, have a
part of molecule with lipophilic character (steroid or triterpene), and part with
hydrophilic character (sugar), that determines the characteristic of reducing the surface
tension of water and its emulsifier action [19]. For non ionic surfactant, the mechanism
of dissolution in water is the hydrogen bonding between its hydrophilic head and the
water molecules. An increase in the thermal energy (temperature rise) can weaken the
bonding, causing dehydration and consequent micellar aggregation [20]. This fact may
explain why at the end of the accelerated stability study at high temperature the
formulation presented two phases, one with liberated water and other with
characteristics of the gel.

The pH values of the gel during the accelerated stability, ranged between 5.14
to 5.37 at low temperature, between 5.09 to 5.43 at room temperature and between 5.04
to 5.38 at high temperature. The pH values were stable and compatible with the
physiological pH value, 4.6 - 5.8 [21], this result was expected because non-ionic gels
are stable in wide pH range, with possible incorporation of substances of acid character
[22]. In accordance with Ansel et al. [23], the determination of pH is very important

because alterations may be indicative of impurities and decomposition.
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During the accelerated stability, the viscosity decreased in the three temperature
analyzed, this decrease was not visually perceptible in the samples subjected to low and
room temperatures. A big decrease in viscosity occurred after 15 days in the samples
submitted to high temperature; this change was visually perceptible at 30 days (figure
1). The temperature is one of the most important factors to the viscosity system because
it can change the molecular bonds and then cause different effects [24, 2].

The plants have several molecules that can affect the viscosity of the gel. The V.
Tricolor contains 10% of mucilages (polysaccharides), composed of flucose (35%),
galactose (33%), arabinose (18%), and rhamnose (8%) [7], these polysaccharides at
high temperatures may change the gel viscosity. Marcotte et al. [25] conducted a
study of the rheological properties of various polysaccharides (carrageenan, pectin,
xanthan and starch) at different temperatures (20, 40, 60 and 80 °C). According to the
authors' observations, high temperatures cause reduction in viscosity.

A decrease in the viscosity also were found in studies of Anchisi et al. [26] in
formulations containing Salvia officinalis and Centella asiatica and in studies of Di
Mambro and Fonseca [2] after the incorporation of Glycyrrhiza glabra extract in the
formulation.

Flavonoids are phenolic compounds with moderate solubility in water and
sensitive to the presence of metal ions, ultraviolet radiation, and high temperature and
tend to the hydrolysis, which is accelerated direct and proportionally to an increase of
the temperature [27].

In our study, even with the addition of EDTA, there was a decrease of the
concentration of rutin of 15.86% at 15 days and of 36.9% at 90 days, at high
temperature in the accelerated stability study (figure 2), this decreased was expected
because of the elevated storage temperature which caused an acceleration of the
chemical degradation of the rutin. But, this did not occur at low temperature and room
temperature, whose concentrations of rutin decreased less than 10%, it is possible that
EDTA has helped, at least in part, in stability of rutin, due to characteristic of
complexation with metals.

Studies by Nishikawa et al. (2007) reported a reduction of 28% in the content of
phenolic compounds in the formulation at 45 days, in facial peel-off masks, in all
storage conditions. The same author added EDTA, in the formulations and verified an
increase in the stability of the formulations at low temperature and at room temperature
[28].
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The decrease of the concentration of rutin can be due to hydrolysis, studies by
Bilia et al [3] observed that the absence of water in formulations maintained stable
active substances, because the hydrolysis does not occurs. The gel is usually composed
by more water than a cream, and the oxygen dissolved can cause oxidation [10]. In fact,
the gels have plenty water in its constitution, which is one of the reasons responsible for
the decrease of the concentration of rutin, even when EDTA was added to the

formulation [3].

2.5 Conclusion

Organoleptic parameters such as smell, color and appearance, which are
imperative to the consumer acceptance of gel formulations did not showed relevant
changes during all the time of study. Additionally, the gels exposed to low and room
temperature were stable for all the analyzed parameters, indicating the well suitability of
the formulation developed. However, the samples submitted to high temperatures
presented instability problems, mainly related to a decrease of rutin contents and gel
viscosity. Given that viscosity is an important parameter to consumers acceptance,
whereas rutin concentration is a fundamental factor in the pharmaceutical development
of herbal formulations, because it may influence the effectiveness of the gel, our study
demonstrate that this formulation was stable ever since maintained at temperatures
below 25°C. These promising results will permit new studies seeking for the

improvement of these formulations.
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Table | Percent composition (w/w) of the gel.

Components Suppliers %
Natrosol® QP 400H Farmaguimica 2.3
EDTA Proquimios 0.1
Nipagin® Belga 0.2
Germal® Delaware 0.2
Extract of V. tricolor - 3.0
distilled water gsp - 100
Table 1l — Results of the organoleptic characteristics

(appearance, color and smell) of the samples analyzed during
the period of 90 days in low, room and high temperatures.

Time (days)

0 1 7 15 30 60 90
Low temperature
Appearance N N N N N N N
Color N N N N N N N
Smell N N N N N N N
Room temperature
Appearance N N N N N N  SMA®
Color N N N N N N N
Smell N N N N N N N
High temperature
Appearance N N N N N  MA MA
Color N N N N N N N
Smell N N N N N N N

N normal; SMA slight modification of the appearance; MA modification of
the appearance; ? slight liberation of water from the gel; ° intense liberation

of water from the gel
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Figure 1. Viscosity values of the gels of extract of the V.
tricolor during the accelerated stability study. Relative
standard deviation below 2.
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Figure 2 — Decrease (%) of the concentration of the rutin in
relation to the initial concentration in samples of gel. Relative
standard deviation below 2.
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5 DISCUSSAO GERAL

A avaliacdo cientifica de plantas usadas em formula¢fes com fins terapéuticos,
pode representar um ponto de partida no desenvolvimento de novos farmacos
(TAWAHA et al. 2007). Extratos naturais de origem vegetal, ricos em moléculas
bioativas, tém se revelado bastante benéfico, o que influencia o crescente interesse da
indUstria farmacéutica para o desenvolvimento de pesquisas e criagdo de novas
alternativas terapéuticas naturais de qualidade (CAPECKA et al., 2005). E de
fundamental interesse o estudo da composicdo das plantas e a atividade antioxidante e
farmacoldgica, sobretudo a parte relativa a fracdo dos compostos fendlicos (WOJDYLO
et al. 2007). A forte vertente antioxidante das plantas confere-lhes a propriedade de
restringir os danos provocados pelo estresse oxidativo nos sistemas celulares (LIGOR;
BUSZEWSKI, 2007).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais
aspectos que deve ser observado consiste nas informacgdes da medicina popular. Dados
da literatura revelam que é mais provavel encontrar atividade bioldgica em plantas
orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso.
Como a constituicdo quimica, na maioria dos casos, difere significativamente em
relacdo as distintas partes da planta, parece mais viavel estudar inicialmente aquela que
é empregada na medicina popular (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Existem varias metodologias descritas para a preparacdo de extratos vegetais,
visando o isolamento ou identificacdo de seus constituintes quimicos. Um dos métodos
considerado mais adequado para a andlise quimico-farmacoldgica é a preparacdo de
extrato hidroalco6lico. Posteriormente, este extrato deve ser submetido a um processo
de particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes, como hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol, visando uma semipurificacdo das substancias
através de suas polaridades. No sentido de localizar os principios ativos, todos os
extratos semipuros devem ser testados (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Os flavonoides contribuem para as propriedades anti-inflamtérias, pois podem
inibir tanto a via da ciclooxigenase quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do

araquidonato. Essas moléculas possuem propriedades antioxidantes, incluindo
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eliminacdo de radicais livres, e podem prevenir a peroxidacdo de lipideos que estd
intimamente relacionada a processos inflamatorios (SILVA et al., 2002).

Este estudo foi delineado de forma que a espécie que apresentasse pronunciada
capacidade antioxidante ou menor ICsy pelo método DPPH, seria utilizada para o
desenvolvimento de uma formulagdo, levando em consideragdo que quanto melhor a
capacidade antioxidante, maior a probabilidade de se obter um extrato potencial para a
atividade anti-inflamatdria. O método do DPPH baseia-se na reducdo do radical DPPH
em solucéo alcoolica na presenca de antioxidantes doadores de hidrogénio. Este radical
captura os hidrogénios sofrendo descoloracdo, isto é, mudando a coloracdo de violeta
para amarelo. Esta diminuicdo de cor indica a eficiéncia das fragdes na eliminagdo do
radical (KUSILIC et al., 2004).

A andlise da capacidade antioxidante evidencia que 0s solventes extraem
compostos diferentes de acordo com a sua polaridade, e assim, estas fracOes se
comportam de maneira diferente frente ao radical DPPH. Alguns estudos demonstram
gue os compostos mais polares sdo extraidos mais facilmente pelos solventes polares,
como por exemplo acetato de etila e n-butanol, e apresentam os melhores resultados
para a capacidade antioxidante devido a presenca das hidroxilas (MENSOR et al, 2001).

Por meio de estudos etnofarmacologicos, foi verificado que a atividade anti-
inflamatéria € comum as trés espécies: V. tricolor, J. isabellei e T. catharinensis.
Portanto, informacGes sobre a capacidade antioxidante e a relacdo entre seus
metabolitos secundarios, principalmente, flavonoides, foram analisados a fim de
direcionar o estudo. Na literatura, até o0 momento, ndo havia estudos disponiveis sobre
metabdlitos secundarios e capacidade antioxidante em fracfes de polaridades crescentes
em T. catharinensis. Esta auséncia motivou o estudo das caracteristicas fitoquimicas e
antioxidantes dessa espécie.

Nos frutos de T. catharinensis, as fracOes acetato de etila e n-butanol
apresentaram melhores capacidades antioxidantes, em acordo com Mensor et al. (2001),
porém esse resultado ndo pode ser relacionado com o contetdo de polifendis, alcaloides
ou taninos. O maior conteudo de flavonoides (218,81 mg EQ/g de fragcdo) foi
encontrado na fracdo acetato de etila, e esta apresentou melhor capacidade antioxidante,
porém nas fracdes clorofémica, butandlica e extrato bruto, a relacdo entre quantidade de
flavonoide e capacidade antioxidantes ndo pode ser evidenciada.

Nos frutos a fragdo butandlica apresentou maior quantidade de flavondides de

do que polifenois. O método Folin-ciocalteu, ndo é um método especifico, pois detecta
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outros grupos fendlicos presentes no extrato, um dos principais fatores limitantes da
utilizacdo do reagente esta relacionado com a interferéncia de agentes redutores
naturalmente presentes nos produtos vegetais, tais como acido ascorbico e bissulfito, e
outros constituintes como aminoacidos, proteinas e xantinas (AGOSTINI-COSTA et
al.,1999.)

Nas analises fitoquimicas dos ramos, a fracdo n-butanol demonstrou melhor
capacidade antioxidante, seguidamente pela fracdo cloroférmica. Esse resultado nédo
pode ser relacionado ao contetdo de polifenois e apesar das quantidades de taninos
condensados seguirem a mesma tendéncia da capacidade antioxidante ndo se pode
afirmar que estes sdo 0s principais responsaveis pela capacidade antioxidante, pois se
encontram em pequenas quantidades. As grandes quantidades de alcaloides encontradas
na fracdo cloroférmica podem ter contribuido muito na excelente capacidade
antioxidante dessa fracdo, uma vez que apresentou o segundo melhor 1Csy, de
93,11pg/mL.

Ao contrario dos frutos, nos ramos a fragdo com maior capacidade antioxidante
ndo foi aquela que apresentou maior quantidade de flavonoides (cloroférmica). Segundo
Rice-evans et al., (1997) o padréo de hidroxilagéo altera a capacidade antioxidante dos
flavonoides (figura 1), assim como, a glicosilagéo.

A configuracdo 3, 4-orto-dihidroxi no anel B e grupo carbonil no anel C, é
essencial para a capacidade antioxidante, e a presenca de hidroxila na posicdo 3 e 5 é
benéfica, assim como a presenca de dupla ligacdo entre C2-C3 configurado com 4-ceto
(WOJDYLO et al. 2007). Outro fator importante € a glicosilacdo que torna a molécula
menos reativo para os radicais livres (RICE-EVANS et al., 1997).

Nos ramos e nos frutos dessa espécie, a associacdo entre a quantidade de
flavonoides e padrdo de hidroxilacdo desses podem ter influenciado na capacidade
antioxidante de cada fracdo, assim como a existéncia de outras classes de compostos
como, por exemplo, os alcaloides.

A fracdo acetato de etila dos frutos e a fracdo cloroférmica dos ramos,
apresentaram boa capacidade antioxidante e maiores quantidades de flavonoides, por
este motivo foram submetidas a analise em CLAE. Foi encontrada quantidade de 3,45 +
1,66 mg/g de rutina na fracao acetato de etila e 8,96 + 0,47 mg/g na fragédo cloroférmica.
Esses compostos podem contribuir na capacidade antioxidante dessa espécie.

O extrato bruto tanto dos frutos quanto ramos apresentaram altos valores de ICsy,

1.155,91 pg/mL e 202,17 pg/mL, respectivamente, o que dificultaria a utilizagio da
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planta em estudos anti-inflamatorios, uma vez que essa atividade est4 relacionada a
capacidade antioxidante. Além disso, haveria necessidade de elevadas quantidades do
extrato para se obter os efeitos desejados, e isso também inviabilizaria a incorporagédo
do extrato no gel.

Estudos sobre metabdlitos secundarios e capacidade antioxidante em fracdes de
polaridades crescentes realizados por Frohlich (2012) nas partes subterraneas de J.
isabellei demonstraram que a fracdo acetato de etila apresentou a melhor capacidade
antioxidante (ICso de 14,78 pg/mL). A quantificacdo de polifenois, flavonoides e
taninos condensados do extrato bruto e das fragdes dessa espécie revelou que a fragao
acetato de etila apresentou os melhores valores para estes metabdlitos e que existe uma
correlacdo positiva entre o conteddo destas substancias com a atividade antioxidante. O
extrato bruto e a fracdo butanolica também apresentaram uma correlacdo positiva e
proporcional com a atividade antioxidante. No entanto, o extrato bruto e a fracdo
butandlica apresentaram ICs; de 124,60 e 121,05 pg/mL respectivamente, valores
relativamente superiores, o que dificultaria a sua incorporacdo no gel, pois seriam
necessarios quantidades relativamente altas de extrato para se obter o efeito desejado.
Além disso, essa espécie é utilizada popularmente no tratamento da gota (BASUALDO
et al., 1995; PERTINO et al., 2007), doenga inflamatoria decorrente da deposi¢ao de
cristais de monourato de sédio nas articulagbes e nos tecidos periarticulares
(CASSETTA; GOREVIC, 2004). Ndo existem na literatura estudos que relacionem a
capacidade de penetracdo de flavonoides através da articulacdo, sendo pouco viavel a
utilizacdo dessa espécie na forma de gel para o tratamento de gota.

Estudo de Gongalvez (2008) em V. tricolor mostrou que a capacidade
antioxidante das fracbes diclorometano, acetato de etila e n-butanol das flores
apresentaram excelentes resultados (ICso de 13,40 pg/mL, 13,25 pg/mL, 14,18 pg/mL,
respectivamente), esses resultados foram melhores do que os encontrados nas fragoes
das outas partes da planta. Além disso, 0 mesmo estudo confirmou a rutina como um
importante marcador fitoquimico, pois foi encontrada uma concentracdo de 182,72 mg/g
de rutina na planta, valor relativamente alto. As excelentes capacidades antioxidantes de
todas as fragdes indica que a extrato das flores dessa espécie possui potencial para
desenvolvimento do gel, além disso, a rutina pode ser utilizada como um marcador
fitoquimico em analise de estabilidade e controle de qualidade. Em relacdo as outras
espécies, seriam necessarias quantidades inferiores do extrato de V. tricolor para se

obter um efeito consideravel em relacdo a atividade anti-inflamatdria. O uso popular em
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afeccOes cutaneas faz dessa espécie promissora, uma vez que o gel foi desenvolvido
para uso topico.

Segundo Lopez (2006), as maiores concentracdes de glicosideos concentram-se
a tarde e no inicio da floracdo, fato que justifica a coleta das flores de V. tricolor nestes
periodos. Nessa planta a quantidade encontrada de polifendis foi 109,21 mg EAG/g de
extrato bruto, flavonoides 99,40 mg de ER/g de extrato bruto. Os taninos condensados
encontram-se em quantidade consideravel, 10,83 mg EC/g de extrato bruto. Até o
momento, havia apenas dados qualitativos sobre alcaloides presentes nessa espécie,
através deste estudo pode-se perceber que esse metabolito encontra-se em baixissimas
concentragcdes (0,55 mg de alcaloides/g de extrato bruto) podendo contribuir muito
pouco nas atividades terapéuticas dessa planta. Além disso, o extrato bruto apresentou
5,73 mg de &cido salicilico/100g de extrato bruto, esse componente pode contribuir em
parte nos efeitos terapéuticos dessa espécie pois o &cido salicilico possui propriedades
anti-inflamatorias, antibacterianas e queratoliticas (LEONARDI et al., 2002).

Devido a grande demanda de medicamentos no Brasil, as industrias
farmacéuticas precisam estar preparadas para analisar grandes quantidades e variedades
de medicamentos em curto espaco de tempo, para isso, necessitam de métodos rapidos
de analise. Neste estudo, foi validado um método cromatogréafico para quantificar rutina
no extrato bruto, o qual serviu como referéncia para validacdo do gel desenvolvido,
possuindo como vantagens simplicidade e rapidez no método.

O método validado para quantificacdo de rutina no extrato bruto mostrou-se
linear (R = 0,9994), 0 mesmo apresentou limite de deteccdo e quantificacdo de 10,06
pg/mL e 33,49 pg/mL, respectivamente. A precisdo apresentou DPR de 0,26 e a
precisdo intermediaria DPR de 0,86, em acordo com Brasil (2003), em que o valor
maximo permitido para DPR € 5. A porcentagem de recuperacdo através da adicdo de
quantidades conhecidas do padréo rutina nas amostras demonstrou valores dentro do
limite de variacdo de 15% (BRASIL, 2003). O método apresentou-se robusto, pois tanto
as alteracdes fluxo quanto o pH da fase movel ndo interferiram na quantificagdo da
rutina. O extrato bruto apresentou 79,16 mg/g de rutina, valor consideravelmente alto.

Da mesma forma, para quantificagdo da rutina no gel, o método validado
mostrou-se linear (R= 0,9994), apresentou limite de detecgéo e limite de quantificacdo
de 1,99 pg/mL e 6,64 pug/mL, respectivamente. A precisdo apresentou DPR de 0,75 e a
precisdo intermediaria DPR de 0,07, bem como a porcentagem de recuperacdo pela

adicdo de quantidades conhecidas de rutina nas amostras mostraram-se dentro dos
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limites estabelecidos (BRASIL, 2003). O método apresentou-se robusto, pois tanto as
alteracbes de fluxo quanto o pH da fase moével ndo interferiram na quantificacdo da
rutina. O gel apresentou 0,233mg de rutina/ 100g de gel .

Uma das preocupacdes com relacdo ao estudo de validacéo para quantificacao de
rutina no gel foi quanto a especificidade, o gel possui excipientes, como o complexante
e 0s conservante, que podem interferir na deteccdo da rutina. No entanto, o
cromatograma do gel sem o extrato ndo apresentou absor¢do no tempo retengdo da
rutina e no comprimento de onda de 356nm, comprovando a especifidade do método.

O estudo de estabilidade preliminar e acelerada foi realizado de acordo com o
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004a) em que foi avaliado as
analises organolépticas, pH e viscosidade. Além disso, a concentracdo de rutina no gel
também foi avaliada. Segundo Isaac et al. (2008) o teste de estabilidade preliminar,
realizado em um curto intervalo de tempo, pode direcionar no desenvolvimento de
produtos. Este ensaio consiste em submeter as amostras sob condi¢Oes extremas de
temperatura, objetivando acelerar processos de instabilidade, para auxiliar na triagem de
formulagGes, porém ndo é utilizado para se estimar a vida Gtil do produto. O estudo da
estabilidade fornece subsidios para o aperfeicoamento das formulagGes; estimar o prazo
de validade e fornecer informacdes para sua confirmacédo; auxilia no monitoramento da
estabilidade organoléptica e fisico-quimica, produzindo informagdes sobre a
confiabilidade e seguranca dos produtos.

O gel é uma forma farmacéutica que possui liberacdo do ativo mais facilmente
em comparagdo com as formas de creme e pomada, além de apresentar boa viscosidade,
bioadesdo satisfatéria e nenhuma agdo irritante ou de sensibilizacdo (TAS et al. 2003).
Diante disso, utilizou-se neste estudo a essa forma farmacéutica para incorporacdo do
extrato. Na literatura, hd evidéncias da utilizacdo de V. tricolor topicamente
(RIMKIENE et al., 2003), porém ndo foram encontados dados da concentracio ideal do
extrato a ser adicionada a formulacéo. Estudo de Calvo (2006) encontrou boa atividade
anti-inflamatoria e analgésica na formulag&o topica contendo 3% do extrato de Verbena
fficinalis L, assim foi empregada essa concentragdo no desenvolvimento do gel.

Estudo de difusdo realizado por Valenta et al. (1999) utilizando membrana
artificial mostrou que o gel de hidroxietilcelulose obteve bom perfil de liberacdo e
permeacdo da rutina, melhores resultados somente foram encontrados quando foi

utilizado deoxicolato de sédio, substancia ndo comercialmente disponivel no Brasil.
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Outros estudos realizados por Arct e Oborska (2002) demonstraram que 0
aumento da solubilidade dos flavonoides na presenca de substancias hidrofilicas causa
um decrescimento no processo de permeacdo do flavonoide.

Além disso, Nishikawa et al. (2007) avaliaram o efeito da adicdo de EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético) como agente complexante em mascaras faciais
peel-off e seus resultados mostraram que essa substancia foi capaz que contribuir na
estabilizacdo do teor da rutina evitando a reducdo teor desse flavonoide em 10% em
relacdo ao teor inicial no 30° dia de analise, nas temperaturas de 5°C = 5 e 22°C + 2.

No estudo de estabilidade preliminar, as amostras foram submetidas a ciclos de
gelo/degelo, os resultados ndo demonstraram alteracdes consideraveis quanto as analises
organolépticas e de viscosidade, os valores de pH mantiveram-se entre 5,42 - 5,65, 0
decrescimento do teor de rutina no 15° dia de analise foi de apenas 7,45%. Esse
excelente resultado conduziu aos estudos de estabilidade acelerada com a mesma
formulacéo.

O estudo de estabilidade acelerada foi realizado durante 90 dias, analises
organolépticas, medidas de pH, viscosidade e concentracdo de rutina foram realizados
em amostras submetidas a trés temperaturas (baixa temperatura, 4°C + 2; temperatura
ambiente, 25°C + 5 e alta temperatura 38°C * 2).

As analises organolépticas apresentaram-se estaveis quanto a aparéncia, cor e
odor, em amostras submetidas a baixa temperatura, durante todo o periodo do estudo.
As amostras submetidas a temperatura ambiente também foram estaveis durante 60 dias
de estudo, porém aos 90 dias, notou-se leve alteracdo da aparéncia e foi possivel
verificar que houve pequena liberacdo de agua da formulacdo. O mesmo também
ocorreu em amostras que foram submetidas a altas temperaturas aos 60 dias de estudo,
podendo-se verificar aos 90 dias uma notavel alteracao da aparéncia.

Em relacdo ao pH, as amostras ndo apresentaram variacdes consideraveis, pois
se encontraram entre 5,14 e 5,37 em baixa temperatura, 5,09 e 5,43 em temperatura
ambiente e 5,04 e 5,38 em altas temperaturas. Além do gel possuir valores de pH
compativeis ao pH fisioldgico, esses valores sdo importante para a estabilidade dos
compostos fendlicos. Estudos realizados por Friedman e Jirgens (2000), demonstraram
que estes compostos podem ser alterados quando expostos a altos valores de pH,
podendo alterar seus efeitos antioxidantes.

Durante os 90 dias de analise foi possivel verificar decrescimento da viscosidade

do gel submetido a baixa temperatura e temperatura ambiente, esse decrescimento ndo
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foi perceptivel visualmente, podendo ser considerada estavel. O mesmo ndo se pode
afirmar do gel submetido a altas temperaturas, que apresentou diminui¢cdo consideravel
de viscosidade aos 15 dias de analise, sendo que aos 30 dias essa reducdo foi
visualmente perceptivel, afetando a estabilidade do gel. Alguns estudos relataram
diminuicdo da viscosidade com o aumento da temperatura em hidrocolGides de
polissacarideos, outros estudos atribuiram a diminuicdo da viscosidade aos extratos
incorporados na formulacdo. As plantas possuem uma grande variedade de moléculas
em seus metabdlitos, V. tricolor é constituida por polissacarideos que em altas
temperaturas podem causar diminuigéo da viscosidade do gel.

A concentragdo de rutina em baixas temperaturas e em temperatura ambiente,
apresentou diminuicdo da concentracdo de apenas 1,73% e 7,6%, respectivamente, aos
90 dias de estudo, sendo que para ser considerada estavel, ndo pode ocorrer desvio de
concentragdo superior a 15% (BRASIL, 2003). O mesmo n&do ocorreu em altas
temperaturas, em que a diminui¢do da concentragdo da rutina foi de 32,41% aos 60 dias
de estudos, esse resultado ja era esperado, pois os flavonoides sdo extremamente
sensiveis a altas temperaturas. O excelente resultado obtido em baixa temperatura e em
temperatura ambiente pode ser devido ao EDTA, agente complexante, adicionado.

A degradacdo da rutina em altas temperaturas pode ser também, devido a
hidrélise ou a oxidacgdo, pois conforme Bilia et al. (2001), os géis apresentam grande
quantidade de agua, o que pode favorecer a hidrolise. Além disso, em estudo de
estabilidade em formulacdo contendo extrato de Echinacea purpurea realizado por
Yotsawimonwat et al. (2010), revelou que a adicdo de um agente quelante ou outros
antioxidantes poderiam melhorar a estabilidade, mas ndo a um nivel satisfatério em
relacdo ao conteudo fendlico total. Segundo o mesmo autor, o gel € geralmente
composto por mais agua do que um creme, e o0 oxigénio dissolvido na dgua pode causar
oxidagdo. Portanto, 0os compostos bioativos dissolvidos no gel sdo mais expostos ao
oxigénio, podendo sofrer oxidacao.

O gel exposto a baixa temperatura e a temperatura ambiente demonstrou
estabilidade para os parametros analisados. O mesmo ndo se pode dizer das amostras
submetidas a alta temperatura, provavelmente, os constituintes do extrato interagiram
com o polimero utilizado no gel alterando a aparéncia e viscosidade. Adicionalmente,
altas temperaturas associadas a hidrdlise e/ou oxidacdo podem degradar a rutina, uma
vez que o EDTA foi adicionado a formulacdo. O gel pode ser considerado estavel desde

que se mantenha a temperaturas inferiores a 20°C.
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6 CONCLUSOES

o A anélise de metabdlitos secundarios nos frutos de T. catharinensis apresentou
maior quantidade de polifendis na fracdo cloroférmica, de flavonoides na fracao
acetato de etila, de alcaloides na fracdo cloroférmica e taninos condensados na
fracdo cloroférmica. A mesma andlise nos ramos de T. catharinensis apresentou
maior quantidade polifendis na fracdo acetato de etila, flavonoides na fracéo
cloroférmica, alcaloides na fragdo cloroférmica e taninos condensados na fragédo
butandlica. Quantidades consideraveis de polifendis, flavonoides e taninos
condensados e baixissimas quantidades de alcaloides foram encontradas no
extrato bruto das flores de V. tricolor.

o A capacidade antioxidante dos ramos de T. catharinensis foi superior a dos
frutos nesta mesma espécie, sendo que para os ramos a fracdo butandlica
apresentou melhor capacidade antioxidante e para os frutos a fracdo acetato de
etila. Excelente resultado desse teste foi encontrado para o extrato bruto das
flores de V. tricolor.

o Nas analise de compostos fenélicos por HPLC, foi possivel quantificar rutina na
fracdo acetato de etila dos frutos de T. catharinensis e &cido clorogénico na
fracdo cloroférmica dos ramos dessa mesma espécie e rutina foi quantificada no
extrato bruto das flores de V. tricolor.

o Comparando-se T. catharinensis, J. Isabellei e V. tricolor, melhor capacidade
antioxidante foi encontrada no extrato bruto das flores de V. tricolor, sendo
considerada potencial para desenvolvimento de formulacao.

o Os métodos validados para a quantificacdo da rutina (marcador analitico) tanto
no extrato bruto quanto no gel desenvolvido apresentaram-se rapidos,
especificos, sensiveis, precisos, exatos e robustos.

o No estudo de estabilidade o gel apresentou-se estavel desde que se mantenha a
temperaturas inferiores a 25°C.

o Entre as espécies T. catharinensis, J. Isabellei e V. tricolor, o melhor resultado
encontrado para a andlise da capacidade antioxidante foi obtido pelo extrato
bruto das flores de V. tricolor, o que foi definitivo para a escolha dessa espécie

como potencial para desenvolvimento do gel. O estudo de estabilidade realizado
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através de analise organolétipca, pH, viscosidade e quantificacdo de rutina pelo
método validado demonstrou que o gel foi estavel a temperaturas inferiores a
25°C. Estes resultados promissores permitirdo novos estudos buscando o

aperfeicoamento dessa formulacao.
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