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ais de Interesse ao SUS

alis L., Asteraceae — Caléndula

1.1 NOMENCLATURA BOTANICA

Calendula officinalis L."?

1.2 SINOMINIA BOTANICA

Caltha officinalis (L.) Moench.
Calendula aurantiaca Kotschy ex Boiss.
Calendula eriocarpa DC.

Calendula hydruntina (Fiori) Lanza.

Calendula prolifera Hort. Ex Steud?

1.3 FAMILIA

Asteraceae, também conhecida como Compositae.'?

1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1— Flores da espécie Calendula officinalis L.

Fonte: Ana Maria Soares Pereira.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-89264
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-35512
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-45934
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-131880
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/gcc-144419
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1.5 NOMENCLATURA POPULAR

No Brasil, a espécie Calendula officinalis L. é conhecida popularmente como
caléndula, malmequer, maravilha, mal-me-quer-dos-jardins, margarida-dourada,
caléndula do campo, caléndula do jardim, maravilhas do campo, caléndula de
panela e Pot. Marigold (em inglés)** Em paises da Europa, Estados Unidos, Asia
é conhecida popularmente como Atunjaqg, calendula, chinese safflower, cuc kim
tién, djamir, djomaira, feminell, flamenquilla, fleur de calandule, fleur de soudi,
fleur de souci officinal, fleurs de tous les mois, garden marigold, gold-bloom,
goldblume, gole hamisheh bahar, hen and chickens, Kéréomvirag, lellousha,
maravilla, marigold, mary-bud, ok-hhawan, pot marigold, garaqus, gawaghan,
quaqgahan, ringflower, ringelbliten, saialill, sciure'e Sant'antonio, souci, souci des
jardins, tabsoult, toukinsenka, tousslat, uchu k'aspa, virreina, xu xi, zergul zerzira,
zobeida, zubaydah,® jin zhan ju.!

1.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Originaria dos paises da Europa Central, Oriental e do Sul, foi cultivada
comercialmente na América do Norte, nos Balcas, Europa Oriental e Alemanha.f Os
egipcios, gregos, hindus e drabes a cultivaram e ela tem sido usada medicinalmente
desde o século XII.* E cultivada em toda zona temperada do mundo também como
planta ornamental” (Figura 2).

Figura 2 — Mapa de distribuicao da espécie Calendula officinalis L.

B 4

A

References

b

Fonte: http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&lookupid=2709695&usenonflash=1#.
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2.1 PARTE UTILIZADA / ORGAO VEGETAL

O material vegetal de interesse farmacolégico sdo as flores liguladas e
compostas secas.’

2.2 DESCRICAO MACROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Florespequenasliguladas,amarelas,ligulalaranjaouamarelo-alaranjada,3-5mm
de largura e cerca de 7 mm na parte mediana, 3-dentada no apice, falciforme,
amarelado-marrom a laranja-marrom, tubo com projecao do estilete e estigma
2-lobulado;ocasionalmentecomoovarioparcialmentedobrado,marrom-amarelado
a laranja-marrom. Flores tubulares diminutas, cerca de 5 mm de comprimento,
com corola vermelho-alaranjado ou vermelho-violeta, 5-lobuladas, com tubo
marrom-amarelado ou marrom-alaranjado, piloso na parte inferior, na maior parte
marrom-amareladas, com ovario dobrado, laranja-marrom.® As figuras com os
aspectos macro e microscopicos encontram-se na base de dados tropicos.org ou
na Farmacopeia Brasileira (v. 2, p. 171)."%

2.3 DESCRICAO MICROSCOPICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Células da epiderme interna alongadas, retangulares, com paredes retas,
cuticula levemente estriada na flor radial; estbmatos ausentes, células da
epiderme exterior semelhantes a interior, com 3 ou 4 estdbmatos anomociticos;
tricomas muito numerosos no tubo, bisseriados; células epidérmicas do estigma
com paredes poligonais, retas. Flores do disco com células epidérmicas exteriores
de paredes retas, alongadas a ligeiramente sinuosas, sem estdbmatos; tricomas
abundantes na drea abaixo do ponto de insercao dos estames, principalmente do
tipo glandular, unisseriados ou bisseriados. Uma camada de células isodiamétricas
a alongadas, com paredes moderadamente espessadas, lignificadas e pontoadas,
na parte superior das anteras; graos de pdlen esféricos, até 45 um de diametro,
com trés pores germinais, exina finamente granular com numerosas espinhas
curtas; apice do estigma coberto por papilas bulbosas, curtas.®
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2.4 INFORMACOES SOBRE POSSIVEIS ESPECIES
VEGETAIS SIMILARES QUE POSSAM SER
UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

Uma das espécies que mais se confunde com a C. officinalis é a espécie
Tagetes erecta L., por ser da mesma familia (Asteraceae) e em muitos paises ser
também conhecida popularmente por "Marigold” (Figura 3). A importancia de
se diferencar as duas espécies é para evitar equivocos na utilizacdo da planta e
possivel adulteracao, ja que as duas sao bastante semelhantes quanto as atividades
antioxidantes.”™ A Figura 4 mostra a diferenca das flores, do caule e das folhas entre
Tagetes erecta L. e Calendula officinalis L. A Figura 5 mostra o mapa da distribuicao
geografica da espécie Tagetes erecta L, e pode ser comparado ao da Calendula
officinalis L., conforme Figura 2, na pagina 10. Com relacdo a descricao botanica da
planta, as folhas sdo simples (inteiras ou lobadas, porém nao separadas em foliolos)
e com arranjo foliar alterno (com apenas uma folha por né ao longo do caule) ou
oposto (com duas folhas paralelas por né ao longo do caule). O capitulo floral
possui flores tubulares no centro do disco e flores radiais, estas frequentemente
liguladas, a margem do disco, também conhecidas como flores marginais e suas
cores sao laranja ou amarelo. O fruto é aquénio aristado: aristas coronadas ou
reniformes (denteadas ou lobadas). A planta nao possui espinhos. O tamanho da
lamina foliar varia de 30-250 mm e a largura do capitulo floral, de 6 a 10 mm."™

Fonte: https://gobotany.newenglandwild.org/species/tagetes/erecta/.



Informacoes Sistematizadas da Relacdo Nacional de
Aedicinais de Interesse ao SUS

lis L., Asteraceae — Caléndula

)

Figura 4 — Flores, folhas e caule das espécies Tagetes erecta
L. (A e C) e Calendula officinalis L. (B e D)

Fontes: https://gobotany.newenglandwild.org/species/calendula/officinalis/> e <https://gobotany.
newenglandwild.org/species/tagetes/erecta/.
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Figura 5 — Mapa de distribuicdo da espécie Tagetes erecta

References

1

Fonte: http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&lookupid=2703314.
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3.1 PARAAESPECIE VEGETAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

As caracteristicas organolépticas descritas tanto nas monografias da WHO
quanto na Farmacopeia Brasileira' incluem: odor fraco, agradavelmente aromatico
e sabor amargo.®®

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

Materiais estranhos: nao mais do que 5% das bracteas e nao mais de 2% para
outros materiais estranhos.

3.1.2.2 (inzas totais

As cinzas totais incluem cinzas fisiolégicas e nao fisiolégicas, e séo de no
maximo 10%.%* Foram encontradas duas metodologias bastante semelhantes para
descrever a determinacdo de cinzas totais em plantas, que foram o da Farmacopeia
Brasileira®® e do guia de controle de qualidade para plantas pertencente a WHO."”
A seguir descrevemos o método da Farmacopeia Brasileira.

Determinacao de cinzas totais. Pesar, exatamente, cerca de 3 g da amostra
pulverizada, ou a quantidade especificada na monografia, transferir para cadinho
(de silicio ou platina) previamente tarado. Distribuir a amostra uniformemente no
cadinho e incinerar aumentando, gradativamente, a temperatura até, no maximo,
600 + 25°C, até que todo o carvao seja eliminado. Um gradiente de temperatura
(30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C) pode ser utilizado.
Resfriar em dessecador e pesar. Nos casos em que O carvao nao puder ser
eliminado totalmente, resfriar o cadinho e umedecer o residuo com cerca de 2 mL
de dgua ou solucao saturada de nitrato de amonio. Evaporar até secura em banho-
-maria e em seguida, sobre chapa quente, e incinerar até peso constante. Calcular
a porcentagem de cinzas em relacao a droga seca ao ar."

3.1.2.3 (Cinzas insoliiveis em dcido

Segundo a Farmacopeia Brasileira, as cinzas insolUveis em acido constituem o
residuo obtido na fervura, de cinzas totais ou sulfatado com acido cloridrico diluido
apos filtragem, lavagem e incineracao, sendo o método utilizado na determinacao
de silica e constituintes silicicos da droga.'® Sdo de no maximo 2%.¢ A metodologia
descrita a sequir foi transcrita da Farmacopeia Brasileira 1

i A farmacopeia Brasileira 52 edicao nao esta mais vigente. Em 2019, foi publicada a 62 edicéo e o seu volume Il contém a
monografia de Caléndula, com texto atualizado.

i ldem.

i |dem.
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Determinacao de cinzas insoluveis em acido. Ferver o residuo obtido na
determinacao de cinzas totais durante 5 minutos com 25 mL de acido cloridrico a
7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de reldgio. Lavar o vidro de relégio com
5mL de dgua quente, juntando a dgua de lavagem ao cadinho. Recolher o residuo,
insollvel em 4cido, sobre papel de filtro isento de cinza, lavando-o com agua
quente até que o filtrado se mostre neutro. Transferir o papel de filtro contendo o
residuo para o cadinho original, secar sobre chapa quente e incinerar a 500°C até
peso constante. Calcular a porcentagem de cinzas insolUveis em acido em relagcéo
adroga seca ao ar.'

3.1.2.4 Substdncias extraiveis em dgua
No minimo 20%.°

Determinacao de cinzas soluveis em agua:” Para o cadinho contendo
cinzas totais, adicionar 25 mL de dgua e ferver por 5 min. Colete o material insoltvel
em um cadinho de vidro ou em um papel de filtro isento de cinzas. Lavar com
agua quente e incinerar num cadinho durante 15 min. a uma temperatura nao
superior a 450°C. Subtrair o peso do residuo em mg do peso das cinzas totais.
Calcular o teor de cinzas, soldveis em dgua, em mg por g de material seco ao ar.

3.1.2.5 Perda por dessecagdo
No maximo 10%.°

Método gravimétrico. Reduzir a substancia a p6d fino, caso se apresente
na forma de cristais volumosos. Pesar, exatamente, cerca de 1 a 2 g e transferir
para pesa-filtro chato previamente dessecado durante 30 minutos nas mesmas
condicbes a serem empregadas na determinacao. Apds resfriamento em
dessecador, pesar o pesa-filtro, tampado, contendo a amostra. Agitar o pesa-filtro
brandamente para distribuir a amostra da maneira mais uniforme possivel, a uma
altura ideal de 5 mm. Colocar o pesa-filtro na estufa, retirar a tampa, deixando-a
também na estufa. Secar a amostra (geralmente a 105°C) e por um determinado
prazo (geralmente 2 horas) especificado na monografia. Esfriar até temperatura
ambiente em dessecador. Pesar. Repetir a operacdo até peso constante. A
porcentagem de perda por dessecacao é dada pela equacao a seguir.’

Pu—Ps
Pa

x 100

em que

Pa = peso da amostra.



Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao.
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao.

3.1.2.6 Residuos de pesticidas

O limite maximo recomendavel de aldrina e dieldrina ndo é mais do que
0,05 mg/kg. Para outros pesticidas, € necessario consultar a Farmacopeia Europeia,
e diretrizda OMS sobre métodos de controle de qualidade para plantas medicinais
e residuos de pesticidas® Atualmente, a Farmacopeia Brasileira™ nao estabelece
limite maximo para residuos de pesticidas, portanto, ndo é permitida a presenca
destes nos produtos e derivados vegetais.'

3.1.2.7 Metais pesados

Determinacao de metais toxicos especificos. A espectrometria de
absorcdo atdbmica é usada para a determinacao da quantidade ou concentracao
de metais pesados especificos. Para iniciar o método, primeiramente, limpar
todos os equipamentos de vidro e de laboratério com 10 g/L de solucao de acido
nitrico em agua livre de didxido de carbono antes do uso. Para a solucao teste,
pegar um frasco de digestao e colocar a quantidade prescrita da substancia a ser
examinada (cerca de 0,5 g de droga em p6 ou 0,5 g de ¢leo). Adicionar 3 mL de
acido nitrico, 1 mL de perédxido de hidrogénio e 1 mL de acido cloridrico. Fechar
o frasco hermeticamente. Colocar os frascos de digestao em forno micro-ondas.
Realizar a digestdao em trés passos de acordo com o seguinte procedimento,
para sete frascos cada um contendo a solucdo teste: 80% de poténcia durante
15 minutos, poténcia de 100% por 5 minutos, depois 80% de poténcia durante
20 minutos. No final do ciclo, permitir que os frascos se arrefecam no ar e para
cada um adicionar 4 mL de acido sulfurico. Repetir o programa de digestao. Apos
arrefecimento ao ar, abrir cada frasco de digestao e introduzir a solucdo limpida,
incolor obtida para um baldo volumétrico de 50 mL. Lavar cada frasco de digestao
com duas quantidades, cada uma de 15 mL de agua e recolher o liquido no balao
volumétrico. Adicionar 1T mL de solucdo de nitrato de magnésioa 10g/Le 1 mLde
solucao de di-hidrogenofosfato de amoénio a 100 g/L e diluir para 50 mL com dgua.
Para preparar a solucdo branco, misturar 3 mL de acido nitrico, 1 mL de perdxido
de hidrogénio (30%) e 1 mL de 4cido hidrocloridrico em um frasco de digestao.
Realizar a digestao da mesma maneira como foi feito para a solucado teste.”

+ Determinacao de cadmio (Cd), cobre (Cu), ferro (Fe), chumbo (Pb),
niquel (Ni) e zinco (Zn)

Medir o conteldo de cada um deles pelo método de adicao de padrao
usando solucoes de referéncia de cada metal pesado. O valor da absorbancia da

v A Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do n&o esta mais vigente. Em 2019, foi publicada a 62 edigdo e o seu volume Il contém a
monografia de Caléndula, com texto atualizado.
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solucao branco é subtraido do valor obtido com a solucao teste. Os parametros
instrumentais adequados estao listados na Tabela 1 a seguir.”

Tabela 1 - Parametros instrumentais
para analise de metais pesados”

Cd Cu Fe Ni Pb Zn
Comprimento de onda nm 2288 | 3248 | 2483 232 2835 | 2139
Largura da fenda nm 0,5 0,5 0,2 0,2 0,5 0,5
Corre'nte da lampada A 6 7 s 10 s ;
do catodo
Temperatura de ignigao °C 800 800 800 800 800 800
Temperatura de atomizagéo °C 1.800 | 2300 | 2300 | 2500 | 2200 | 2.000
Corregao de background on on On on on on
Fluxo de nitrogénio L::i(:f/ 3 3 3 3 3 3

+ Determinacao de arsénico (As) e mercurio (Hg)

Medir o teor de arsénico e mercurio em comparacao com solucbes de
referéncia contendo estes elementos a uma concentracao conhecida pela
calibracao direta, usando um sistema de geracao de vapor de hidreto de
fluxo continuo automatizado. O valor da absorbancia da solucdo branco é
automaticamente subtraido do valor obtido com a solucéo teste."”

Arsénico

Solucdo da amostra. Para 19 mL da solucao de ensaio ou da solucao em
branco, tal como descrito anteriormente, adicionar 1 mL de uma solugao a 200g/L
de iodeto de potassio. Permitir a solucao teste repouso a temperatura ambiente
durante cerca de 50 min. ou a 70°C durante cerca de 4 min."”

Reagente dcido. Acido cloridrico livre de metais pesados.”

Reagente redutor. Uma solucao de 6 g/L de borohidreto de sédio em uma
solu¢ao de 5 g/L de hidroxido de sédio.”

Mercurio

Solu¢Go da amostra. Solucao teste ou solucao branco, como descrito
anteriormente.”
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Reagente dcido. Uma solucao de 515 g/L de 4cido cloridrico livre de
metais pesados.”

Reagente redutor. Uma solucao de 10 g/L de cloreto estanhoso ou borohidreto
de sodio em acido cloridrico diluido.”

Os parametros instrumentais na Tabela 2 podem ser usados.

Tabela 2 - Parametros instrumentais para
determinacao de arsénico e mercurio”

As Hg
Comprimento de onda nm 193,7 253,7
Largura da fenda nm 0.2 0,5
Corre,nte da lampada A 10 4
do catodo
Taxa de fluxo do ml/min. 10 10
reagente acido
Taxa de fluxo do ml/min 10 10
reagente redutor
Taxa de fluxo da ml/min. 70 70
solucdo amostra

. < . Quartzo

Célula de absorcao Quartzo (aquecido) (ndo aquecido)
Correcao de background on on
Taxa de fluxo de nitrogénio Litro/min. 0,1 0,1
Aquecimento 800°C 100°C

3.1.2.8 Identifica¢do

Os testes de identificacdo e de doseamento nao estdo presentes na
monografia da Caléndula na WHO, portanto, estes dois testes foram retirados da
Farmacopeia Brasileira" podendo sofrer adaptacdes, se necessario. Para o teste
de identificacdo sera utilizada a técnica de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), utilizando silica gel GF254, com espessura de 250 um e mistura de acido
formico anidro, dgua e acetato de etila (10:10:80) como fase movel. Aplicar,
separadamente, a placa, 20 pL da solucao’ e 10 plL da solucao.? Para preparar a
solucao' é necessario ferver sob refluxo 1 g da droga pulverizada com 10 mL
de metanol durante 10 min. e filtrar. Para a solucao® deve-se dissolver 2,5 mg
de rutina, 1 mg de 4cido cafeico e 1 mg de acido clorogénico em metanol, e
completar o volume para 10 mL utilizando o mesmo solvente. Desenvolver

v A farmacopeia Brasileira 52 edi¢do n&o estd mais vigente. Em 2019, foi publicada a 62 edicdo e o seu volume Il contém a
monografia de Caléndula, com texto atualizado.
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o cromatograma. Remover a placa, deixar secar em estufa a temperatura entre
100°C e 105°C e, ainda morna, nebulizar com uma solucao de difenilborato de
aminoetanol a 1% (p/v) em metanol, seguido de uma solucao de macrogol 400
a 5% (p/v) em metanol. Deixar a placa secar ao ar livre por 30 minutos, depois
examinar sob luz ultravioleta (365 nm). O cromatograma obtido com a solucao?
deve apresentar no terco inferior da placa duas manchas fluorescentes, uma
de coloracao marrom-amarelada (rutina) e outra de coloracao azul-clara (acido
clorogénico); e no terco superior,uma mancha fluorescente de coloracao azul-clara
(acido cafeico). O cromatograma da solucao' deve apresentar mancha fluorescente
marrom-amarelada correspondente em posicao a mancha obtida com a rutina no
cromatograma da solugao;* manchas fluorescentes verde-amarelada e azul-clara,
correspondentes em posicdao a mancha obtida com o acido clorogénico no
cromatograma da solu¢dao;? manchas fluorescentes verde-amarelada e azul-clara
correspondente em posicao a mancha obtida com o 4acido cafeico no
cromatograma da solucao.”®

3.1.2.9 Doseamento

Na literatura foram encontrados varios métodos para quantificacdo de
marcadores da caléndula utilizando tanto Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (Clae) quanto espectrofotometria de ultravioleta. Como no estudo para
quantificacdo do laurato de faradiol, miristato de faradiol e palmitato de faradiol
por Clae, utilizando como padrao interno o acetato de lupeol, pelo método de
calibracéo externa.”® Em outro estudo, foi realizada a quantificacdo usando Clae
com detector de arranjo de diodos acoplado a um espectrbmetro de massas
(Clae-DAD-EM). Neste estudo foi analisada a tintura da caléndula (60%, v/v) onde
foram quantificados sete picos (1c-7¢). Todos os constituintes 1c-7c mostraram
idéntica absorcao no UV com maximos de absorcao em torno de 256 e 355 nm,
tipico de flavonoides. Além disso, a presenca em todas as massas do fon em m/z
303 ou 371 indicou que os constituintes 1c-7c eram derivados de quercetina ou
isoramnetina (Figura 6). Os constituintes quimicos identificados foram: quecertina-
-3-O-rutinosilramnosideo (1c¢), rutina (2c), isoramnetina-3-O-rutinosilramnosideo
(3¢), isoquercitrina (4c), isoramnetina-3-O-glicosilglicosideo (5¢), narcisina (6¢) e
isoramnetina-3-O-glicosideo (7c).”



Figura 6 — Perfil cromatografico da tintura de caléndula (60% v/v) por
(lae-DAD-EM com as atribuicdes dos compostos detectados™
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Como o custo na aquisicao e na manutencao de um instrumento com
o cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia é alto para a maioria dos laboratérios,
sera descrito o método da Farmacopeia Brasileira para o doseamento utilizando
um espectrofotdmetro de UV para quantificar flavonoides totais. Primeiramente,
devem-se preparar as solucdes estoque, amostra e branco. Para preparar a solucao
estoque é necessario pesar cercade 0,4 g de droga pulverizada (800 um), e transferir
para balao de fundo redondo de 100 mL. Acrescentar 1T mL de solucao aquosa de
metenaminaa 0,5% (p/v), 20 mL de acetona e 2 mL de acido cloridrico. Aquecerem
banho-maria sob refluxo por 30 min. Filtrar a mistura em algodao para um balao
volumétrico de 100 mL, retornar o residuo da droga e o algodao ao mesmo balao
de fundo redondo, adicionar 20 mL de acetona. Colocar em refluxo por 10 min.
Apods resfriamento até temperatura ambiente filtrar a solucdo para o baldo

Vi A Farmacopeia Brasileira 52 edicao ndo esta mais vigente. Em 2019, foi publicada a 62 edicdo e o seu volume Il contém a
monografia de Caléndula, com texto atualizado.
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volumétrico de 100 mL. Repetir a operacao e em seguida completar o volume do
balao volumétrico com acetona. Em um funil de separacao adicionar 20 mL dessa
solucdo e 20 mL de agua destilada, depois extrair com 15 mL de acetato de etilg,
repetir trés vezes, com porcoes de 10 mL de acetato de etila cada vez. Reunir as
fases acetato de etila e lava-las em funil de separacdo, com duas por¢des de 50 mL
de dgua destilada. Transferir a fase acetato de etila para baldo volumétrico de 50 mL
e completar o volume com acetato de etila. Para preparar a solucao amostra serao
necessarios 10 mL da solucao estoque, adicionar 1 mL de solucao de cloreto de
aluminio a 2% (p/v) em solucao de acido acético 5% (v/v) em metanol. Fazer uma
diluicdo em baldo volumétrico de 25 mL com solucao de acido acético 5% (v/v) em
metanol. Para a solucao branco é necessario adicionar 10 mL da solucao estoque
em baldao volumétrico de 25 mL e completar o volume com solucao de acido
acético a 5% (v/v) em metanol. Apds 30 minutos, medir a absorvancia da solucao
amostra a 425 nm, em cubeta de 1 cm, utilizando solucao branco para ajuste do
zero. Calcular a porcentagem de flavonoides totais de acordo com a expressao:

Na qual,

A = absorvancia da solucao amostra medida
M = massa da droga (g).

PD = perda por dessecacao (% p/p).

O resultado é fornecido em porcentagem (p/p) de flavonoides totais
calculados como hiperosideo €, H,0,). Realizar os célculos considerando A (1%,
1 cm) = 500.2 Nado deve conter menos que 0,4% de flavonoides totais, calculados
como hiperosideo, por espectrofotometria.®®

3.2 PARA O DERIVADO VEGETAL E PRODUTO ACABADO

Primeiramente, com relacdao ao derivado vegetal, um estudo fez uma
comparacao das propriedades fisico-quimicas de extratos hidroalcodlico e glicolico
de C officinalis. Os autores demonstram que o extrato hidroalcodlico e glicolico
possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes com relacdo a concentracao
de flavonoides totais segundo determinacdo espectrofotométrica, mas os dois
extratosdiferiramcomrelacdoao pesoseco,comoextrato hidroalcodlico possuindo
um valor de 3,6% (m/m), diferentemente do extrato glicélico com peso seco de



2,4% (m/m). O perfil cromatografico por intermédio de CCD também foi diferente,
com o extrato hidroalcodlico mostrando a presenca de rutina, acido clorogénico
e hiperosideo, enquanto que o extrato glicélico mostrou a presenca apenas de
heterosideo.”” Em outro estudo, foi feito uma analise comparativa da qualidade de
extratos de C. officinalis preparados em farmacias de manipulacao de Ribeirdo Preto
(Sao Paulo). Foram adquiridos do comércio local tinturas ou extratos glicdlicos de
C. officinalis. Os extratos comerciais (dez amostras) foram comparados a extratos
de referéncia preparados pelos autores segundo o preconizado pela Farmacopeia
Brasileira (segunda edicéo). Os parametros avaliados foram: densidade relativa,
pH, residuo seco, teor de flavonoides totais, e o perfil cromatografico por meio
de CCD. Entre os resultados relatados, o valor encontrado para densidade relativa
foi de 0,955 g/ mL (+ 0,0145; CV 1,5%) para as tinturas e 1,050 g/mL (+ 0,0405;
CV 3,9%) para os extratos glicolicos. O pH teve valorde 5,46 (+ 0,1972; CV 3,6%) para
tinturas e 5,24 (+ 0,3346; CV 6,4%) para os extratos glicdlicos. Residuo seco foi de
1,9% m/m (£ 0,7841; CV 40,7%) para tinturas e de 1,6% m/m (+ 0,9779; CV 60,4%)
para os extratos glicdlicos. Quantificacdo dos flavonoides resultou em 0,022% m/m
(£ 0,0122; CV 54,3%) para as tinturas e 0,005% m/m (+ 0,0040; CV 89,8%) para
extratos glicolicos. Perfis cromatograficos foram semelhantes ao extrato padrao
em 60,0% das amostras das tinturas e 90,0% das amostras dos extratos glicolicos.”
A avaliagao comparativa de certificados de analise de empresas que comercializam
atintura de C. officinalis foi realizada em outro estudo. Os certificados foram obtidos
de uma amostra aleatéria entre aqueles recebidos de fornecedores do Laboratério
de Manipulacao Farmacéutica da Secretaria Municipal de Saude de Ribeirao Preto.
Os autores demonstraram que faltam nestes certificados uma padronizacdo com
relacao aos parametros de analise, aos valores de referéncia inconsistentes entre
os certificados, a omissao de dados referentes ao processo de extracdo e a uma
quantidade muito pequena de certificados com informacoes referentes a analises
quantitativas dos principios ativos e analises microbiologicas.??

Com relacao ao produto acabado, um estudo avaliou a espalhabilidade e
o teor de flavonoides em forma farmacéutica semissolida contendo extratos de
C. officinalis. Os autores realizaram estudo reolégico com pomadas a base de
extratos hidroalcodlico e glicélico de C. officinalis, preparadas a quente (solucao)
ou a frio (suspensdo). Os resultados demonstram que as pomadas preparadas
a frio tiveram melhores caracteristicas de espalhabilidade, enquanto que
aquelas preparadas a base de extratos hidroalcodlicos resultaram em pomadas
com maiores teores de flavonoides do que aquelas preparadas a base de
extratos glicélicos.”
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3.3 CONSTITUINTES QUIMICOS

Os constituintes majoritarios sao saponinas triterpénicas (2-10%) tendo como
base o acido oleandlico (ex.: Calendulosideos) e flavonoides (3-O-Glicosideos de
isoramnetina e quercetina), incluindo astragalina, hiperosideo, isoquercitrina e
rutina.Outrosconstituintesincluemdleosessenciais, sesquiterpenos(ex..cariofileno)
e triterpenos (ex. a- e - amirinas, lupeol e lupenona).f Usando a técnica de Clae
foram encontrados os seguintes carotenoides: licopeno, luteina, [3-caroteno,
neoxantina, violaxantina e anteraxantina.** Triterpenoides, especialmente os ésteres
palmitato de faradiol, miristato de faradiol e laurato de faradiol, séo considerados
como sendo os principios ativos em preparacdes de caléndula, utilizados para
aplicacao topica contra inflamacoes da pele e mucosas e na cicatrizacao de feridas.
Foi realizado um estudo para a quantificacdo destes faradiol-3-O-monoesteres
por meio de Clae de fase reversa, com padronizacao interna (usando o acetato
de lupeol), em diferentes partes da planta, como, flores, discos florais, bracteas e
folhas. Os estudos demonstraram que houve uma diferenca significativa destes
constituintes em diferentes partes da planta.” A Figura 7 mostra a estrutura
dos 3-O monoésteres do faradiol e a Figura 8 mostra o cromatograma obtido
neste estudo.

Figura 7 — Estrutura dos monoésteres do faradiol, onde, R = lauril, miristil ou palmitil'




Figura 8 — Cromatograma do extrato das flores de Calendula officinalis
L. mostrando a separacao dos 3-0-monoésteres do faradiol'®
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Outroestudo envolvendo o palmitato de faradiol e miristato de faradiol foi para
investigar os efeitos da pressao e cossolvente na extracao por fluido supercritico
destas substancias com diéxido de carbono em altas pressoes. Pressdes maiores
do que 300 bar e mudancas na concentracao de metanol de 0-20% (v/v) foram
usados na extracao a temperatura de 50°C.* O cromatograma obtido do extrato
identificando os dois ésteres, extraidos com fluido supercritico, estd mostrado
na Figura 9.
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Figura 9 — Cromatogramas obtidos por Clae dos ésteres 1 e 2 do faradiol em extratos
obtidos por fluido supercritico usando uma extracao analitica (A) e extracao em escala
piloto (B). As extracdes foram com didxido de carbono puro por 3h a 50°Ce 500 bar.
|dentificacdo dos picos: 1 faradiol-3-0-miristato e 2 faradiol-3-0-palmitato®
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4.1 USOS POPULARES E/OU TRADICIONAIS

A Calendula officinalis é utilizada na medicina popular e/ou tradicional
para o tratamento de afeccdes de pele, como cortes superficiais, inflamacdo da
pele e mucosas,® eritemas, queimaduras, gengivite,* artrite,*” eritema® e como
Cicatrizante.®” Outros usos descritos, mas nao fundamentados em estudos
pré-clinicos ou clinicos, incluem o tratamento de amenorreia, febre, angina,
gastrite, hipotensao, ictericia, reumatismo e vomitos.®* Também sao relatados
usos como antiespasmadico, diaforético, anti-hemorragico e emenagogo.

4.2 PRESENCA EM NORMATIVAS SANITARIAS BRASILEIRAS

A Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa n.2 10/2010, ja revogada,
inclufa C. officinalis como droga vegetal sujeita a notificacdo.’’ Da mesma forma,
a espécie consta na Instrucao Normativa (IN) da Anvisa n° 2, de 13 de maio de
201427 inclui a Calendula officinalis como produto tradicional fitoterdpico de
registro simplificado:

Nomenclatura botanica: Calendula officinalis

Nomenclatura popular: Caléndula

Parte utilizada: Flores

Forma de utilizacao: Infusdo: 1-2 g (1 a 2 col. cha) em 150 mL (xic. chd)
Posologia e modo de usar: Aplicar compressa na regiao afetada 3 x ao dia
Via: Topico

Uso: Adulto/Infantil

Alegacoes: Inflamacdes e lesdes, contusdes e queimaduras.
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4.3 ENSAIOS NAO CLINICOS

4.3.1 Ensaios toxicologicos

4.3.1.1 Toxicologia aguda

O Quadro 1, a seguir, mostra os estudos de toxicidade aguda envolvendo
extratos de C. officinalis encontrados na literatura pesquisada. Todos os estudos
envolveram a administracao por via oral (gavagem) de extratos obtidos das flores
de C officinalis a ratos ou camundongos, e os estudos envolveram animais de
ambos 0s sexos, com excecao do trabalho conduzido por Ropashree et al** Os
extratos foram sempre aquosos ou uma fracao aquosa de extrato hidroalcodlico.
O estudo de Ropashree et al** apresentou como limitacao, além de ter utilizado
apenas ratas, ter utilizado uma associacao de extratos de varias espécies vegetais, e
portanto, a auséncia de toxicidade nas doses investigadas nao pode ser conclusiva.
Os parametros monitorados envolveram desde a observacao de alteracdes
comportamentais até parametros bioquimicos e estudos histopatoldgicos.
Apesar de comprovada auséncia de toxicidade dos extratos em doses de até 5
g/kg peso, o significado destes estudos para o uso topico de C. officinalis nao é
diretamente correlacionavel. Como o uso de C officinalis é majoritariamente
topico, para afeccoes da pele, testes de irritabilidade cutanea sao claramente 0s
mais relevantes, especialmente por tratar-se de espécie da familia Asteraceae,
uma familia que possui plantas com conhecida capacidade de sensibilizacdo
cutanea. Entretanto, os estudos relatados aqui sao importantes, pois demonstram
um potencial muito baixo de toxicidade caso o uso topico venha a resultar em
absorcao sistémica significativa.

4.3.1.2 DL,

A Cooperacao Cientifica Europeia para Fitoterapia® relata alguns estudos que
determinaram a DL, de extratos de C officinalis. A fracdo aquosa das folhas de
C. officinalis demonstrou uma DL, de 375 mg/kg peso quando administrada por
via intravenosa em camundongos, enquanto que, quando administrada por via
intraperitoneal a DL, foi de 580 mg/kg peso. Ja a toxicidade aguda do extrato
hidroalcodlico (extraido com etanol a 30%, e com uma razao droga vegetal: liquido
extrator de 1:1) administrado por via subcutanea foi relatada como sendo de
45 mg em camundongos e a DL, deste mesmo extrato para administragdo por via
intravenosa foi de 526 mg/100 g em ratos. Um extrato glicolico (2:1) de Calendula
officinalis administrado a 10 mL/kg por via subcutanea em camundongos nao
demonstrou sinais de toxicidade.



4.3.1.3 Toxicidade de doses repetidas

Estudos de doses repetidas de extratos de C. officinalis variaram de uma
duracao de tratamento de 20 dias (para avaliacao da toxicidade reprodutiva)
a até 90 dias em um unico estudo. Todos os estudos encontrados na literatura
avaliaram a via de administracao oral (gavagem). As alteracdes encontradas com
maior frequéncia apds a administracao de doses repetidas do extrato foram
modificacdes no perfil bioquimico e elevacdes das enzimas hepaticas (Tabela 4).
Assim, em um estudo® que avaliou a toxicidade de um extrato aquoso das
flores de Calendula officinalis administrado a ratos Wistar nas doses de 50, 250
e 1.000 mg/kg, verificou-se auséncia de toxicidade aguda, mas no estudo
subcronico varios parametros hematoldgicos foram afetados, tais como a taxa
de hemoglobina, eritrocitos, leucocitos e a coagulacao sanguinea. As enzimas
ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) e a fosfatase
alcalina também sofreram alteracdes e os exames histopatoldgicos hepaticos
demonstraram anormalidades no parénquima do figado consistentes com as
alteracbes bioguimicas observadas. A analise do grupo satélite demonstrou que
a maioria destas alteracoes foi reversivel e os autores concluem que o potencial
toxico da caléndula, apds administracao de doses repetidas, € baixo. Em outro
estudo,® que avaliou o efeito da administracdo didria durante quatro semanas, por
via oral, da fracao sollvel em agua do extrato etandlico das flores de C. officinalis
nos parametros bioquimicos de ratos Wistar machos, utilizando doses de 0,1;0,3 e
1,0 g/kg, também foram observadas alteracdes bioquimicas em relacao ao grupo
controle, como nas taxas de creatinina, na glicemia, proteinas totais e albuminas,
alémdealteracdes no nimero de neutrofilos e linfécitos, mas todas estas alteragcdes
se deram dentro dos limites da normalidade para estes parametros. Uma baixa
toxicidade para o extrato hidroalcodlico das flores de C. officinalis também foi
observada em estudo® com a administracao diaria por 30 dias (via oral) em ratas
Wistar. As alteracdes mais significativas relatadas foram um aumento de 24,2%
para ureia na maior dose estudada e aumento de 62,3; 30,2 e 44,4%, para ALT nas
dosesde0,25;0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente. Este mesmo padrao de toxicidade
foi observado em estudo® que avaliou a administracdo por via oral de extrato
hidralcodlico nas doses de 0,025; 0,25; 0,5; e 1,0 g/kg diariamente por 30 dias em
ratos Wistar machos. No estudo, os parametros hematologicos mantiveram-se
dentro da normalidade, e também os parametros bioquimicos, exceto pelo
aumento dose-dependente de nitrogénio/ureia sanguineos, além da creatinina e
alanina aminotransferase. No estudo histoldgico, sinais de inflamacao leve foram
observados. Tomados em conjunto, a toxicidade de doses repetidas de extratos
das flores de Calendula officinalis pode ser considerada baixa, mas cautela deve
ser exercitada na administracao oral por periodos prolongados, especialmente em
individuos com problemas hepaticos, renais ou hematoldgicos.
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Quadro 1 - Estudos de toxicidade aguda de Calendula officinalis encontrados na literatura pesquisada
2 g/kg peso corporal; extrato aquoso ' Mudangas comportamentais e sinais de Nenhuma alteracéo .
-~ Ratos Wistar, 3 . L . ) Numero pequeno
(39) Oral (gavagem) | (3:1) seco por spray dryer. Extrato Dose Unica N toxicidade e exame macroscopico de 14 dias N.D. foi relatada durante o T
. : machos e 3 fémeas | . . . - de animais.
padronizado em quercetina. 6rgaos e tecidos. periodo de observacéo.
5g/kg peso corporal. Tratamento foi com Parametros comportamentais, . Numgro pequeno
. S . Nenhuma alteracéo de animais.
uma associacdo de extratos aquosos , Ratos Sprague- bioquimicos, hematoldgicos, peso ) ) !
(33) Oral (gavagem) . s . Dose Unica . . 14 dias N.D. foi relatada durante o Tratamento foi
de diferentes espécies (Momordica Dawley, 6 fémeas | corporal, peso érgaos, e exame . « o
. o ) . L. periodo de observacdo. | com associacdo de
charantia, C. officinalis e Cassia tora). histopatoldgico.
extratos.
0.625; 1,25; 2,5 e 5,0 g/kg peso corporal Ratos Wistar e Nenhuma alteragao
(40) Oral (gavagem) | Extrato hidroalcodlico (70%), seco e Dose Unica Camund. Swiss, 10 | Sinais gerats de toxicidade e 14 dias Maior que 5 g/ foi relatada durante o N&o descrito.
! : ; por grupo, machos | mortalidade. kg peso . <
redissolvido em dgua. o femeas periodo de observacao

Fonte: Autoria propria.
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Quadro 2 - Estudos de toxicidade de doses repetidas de Calendula officinalis L. encontrados na literatura pesquisada

> da Relacao Nacional de

se ao SU

Caléndula

. . Frequéncia Espécie animal/ n Periodo de Resultado Limitacoes
REF Via Dose e tipo de extrato .. . . . Parametros observados -
Administrativa Numero de animais observacao Observado Estudo
Aumento na contagem de leucocitos
totais em fémeas (28 dias), e contagem
diferencial de leucécitos em fémeas e
machos no grupo de 1.000 mg/kg/dia,
aumento de neutrdfilos e diminuicao
de linfécitos no grupo de 100 mg/kg/
dia. Diminui¢do de hemoglobina em
fémeas nas doses de 250 e 1.000 mg/
Extrato aquoso das flores, padronizado Hematdcrito, hemoglobina, kg/dia. Eritrécitos e leucocitos tanto
em quercetina. Grupos de animais ) o contagem de heméacias e em machos e fémeas aumentados de R
o L Ratos Wistar. 50 animais machos e o - . Néo utilizou
Oral e doses: animais controle, 50 mg/ Diaria durante A } leucécitos, tempo de coagulagao, ) maneira dose-dependente, tempo de L
(39) i ) ) 50 fémeas alocados aleatoriamente ) ) 90 dias ; espécie de
(gavagem) | kg/dia; 250 mg/kg/dia e 1.000 90 dias o 5 arunos de 10 animais glicose, colesterol total, ureia, coagulacdo aumentado em machos 30 roedor
mg/kg/dia e grupo satélite na grup ' ALT, AST, histologia e peso nas doses de 250 e 1.000 mg/kg/ ’
dose de 1.000 mg/kg/dia. de 6rgaos selecionados. dia. Concentracédo da hemoglobina
corpuscular média diminuida em fémeas
nas concentragdes de 250 e 1.000 mg/kg/
dia. Aumento nos eritrécitos e diminuicao
de hemoglobina ndo foram reversiveis.
Aumento no peso cardiaco no grupo
de dose mais baixa, mas ndo no grupo
todo com dose média e alta. Algumas
alteracoes histolégicas hepaticas
Evolucdo ponderal, parametros
hematoldgicos (hemograma Diferenca significativa, mas dentro
completo), bioquimicos (funcéo dos valores de referéncia quanto Nao utilizou
hepética, com dosagem de aos parametros creatinina, glicemia, espécie de ndo
fosfatase alcalina ), alanina protefnas totais e albuminas em roedor e ndo
0,1;0,3; e 1,0g/kg peso do extrato o ) o aminotransferase — AST —, relacédo ao controle. O tratamento realizou estudo
Oral o Diariamente por | Ratos Wistar10 animais machos/grupo . . . . s . . L
“4mn etandlico (etanol a 96°C) das proteinas totais e albumina). 30 dias com extrato etandlico de caléndula histopatolégico.
(gavagem) 4 semanas. 160-190 g (2 meses)

flores dissolvido em dgua.

A funcéo renal foi avaliada por
meio da dosagem da ureia e
creatinina. Também foram
avaliadas as concentracées
séricas de colesterol,
triglicerideos e glicemia.

a 1 g/kg diminuiu significativamente

o numero de linfécitos e aumentou
significativamente o nimero de
neutréfilos em relacdo ao grupo controle,
mas dentro dos limites de normalidade.

Sem grupo
satélite para
testar reversao
das alteracdes

continua
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conclusao

. . Frequéncia Espécie animal/ n Periodo de Resultado Limitacoes
REF Via Dose e tipo de extrato q . . . P . Parametros observados - s
Administrativa Numero de animais observacao Observado Estudo
Os resultados mostram que durante
0 periodo do tratamento nao se
observou sinais de toxicidade ou
morte. Os parametros bioquimicos e
hematoldgicos, assim como a massa Nao utilizou
. Sinais clinicos de toxicidade, dos 6rgéaos nao foram modificados espécie de nao
Diariamente . - . ~
Oral 0,25;0,5 e 1g/kg de peso do . ) . massa corporal e consumo ) pela administracao subcrénica do EHA, roedor e nao
(37) i - por 30 dias 40 ratas Wistar, 3 meses de vida. i s . 30 dias o . s
(gavagem) | extrato hidroalcodlico das flores. COnSeCUtivos de dgua e racao. Parametros excetuando-se aumento significativo de | usou satélite para
hematoldgicos e bioquimicos. 24,2% para ureia na maior dose estudada | testar reversao
e aumento, respectivamente, de 62,3%, das alteragcdes
30,2% e 44,4%, para ALT. Na hematologia,
registrou-se flutuacdo dentro dos valores
de referéncia na contagem diferencial
de neutréfilos, linfocitos e mondcitos.
Estudo de toxicidade reprodutiva
4 grupos de ratos machos foram -
) (machos): toxicidade geral,
aleatoriamente alocados e o extrato . .
. o mortalidade, niimero de
administrado diariamente. Ganho . . L
o . nascidos/fémea, indice de
ponderal e sinais de toxicidade geral . P o « .
. L , o ) fertilidade, indice de viabilidade, Nao foram observados sinais de
Extrato hidroalcoodlico (70% alcool) foram observados diariamente. Do dia . ) - .
. . ; S indice de lactacao, e ganho toxicidade reprodutiva em ratos
das flores, dissolvido em dgua para 53 a0 60, os animais foram colocados : , . .
. . ponderal nos nascidos; peso e machos com doses de até 1g/kg/dia. Espécie de
concentragao de 350-450 mg/ . com fémeas para acasalamento e o L. . . . <
; . Diariamente L R - exame histoldgico dos 6rgaos 60 dias para | No estudo de toxicidade em fémeas, nado roedor
mL (possuindo >0,4% flavonoides . varios parametros de toxicidade . - )
Oral ) i o por 60 dias X ) do aparelho reprodutor. Para os machos e | observou-se reducdo ponderal apenas nao foi usada.
(42) totais, Farmacopeia Brasileira). A dose reprodutiva foram avaliados. Para o A . .
(gavagem) o i (machos) e 20 o A o estudo com as fémeas 19 dias para | com o grupo tratado com a dose Reversibilidade
administrada foi de 0,25;0,5e 1,0 g/ ) N estudo de toxicidade fetal, as fémeas o . . . ) -
. : - dias (féemeas). foram observados sinais de as fémeas. mais elevada (1g/kg/dia) durante fase dos efeitos ndo
kg/dia por 60 dias para toxicidade foram acasaladas e tratadas com o - ! . . . :
‘ . o toxicidade geral e ganho final da gravidez (20 dias). Sinais de foi avaliada.
reprodutiva em machos e 19 dias extrato de C. officinalis nas doses . . ~
. . . ) ponderal durante a gravidez, o toxicidade materna ou fetal ndo foram
para toxicidade fetal em fémeas. citadas nas 3 fases do desenvolvimento . . ; . R .
L < . numero de sitios de implantacdo observados na fase inicial da gravidez.
fetal (pré-implantacéo, do dia 1° ao .
A ) e reabsorcao, nimero de
6, organogénese ,dodia7 a 14, e )
. . neonatos vivos e mortos, peso
crescimento fetal, 15 a 19) e parametros L
. da placenta e indices de perda
de toxicidade geral e fetal observados. L «
pré e pés-implantagao.
o L A administracao oral do extrato em
Eritrocitos, leucocitos, } o
hemoalobina. hermatocrito doses de até 1g/kg/dia ndo levou a
Ratos Wistar machos 310-340 g (idade 9 ' ' sinais de toxicidade. Os parametros
- . plaguetas, volume corpuscular L )
nao especificada) em 5 grupos foram o : hematoldgicos mantiveram-se dentro -
. 0 ) . médio, hemoglobina corpuscular - Sem espécie
Extrato hidroalcodlico (70% alcool) alocados aleatoriamente (1 grupo - - da normalidade para o grupo controle -
) ) , média, concentracao de ndo roedor.
das flores, dissolvido em agua para . controle e 4 grupos teste). Ganho ! o e para 0s grupos teste. Quase todos 0s e
Oral . ) Diariamente 2 . hemoglobina corpuscular média, . A S Reversibilidade dos
(43) concentracdo de 350-450 mg/mL foi . ponderal, sinais de toxicidade geral, . . o 30 dias parametros bioquimicos se comportaram )
(gavagem) - por 30 dias . glicose, ureia, creatinina, aspartato ) . efeitos observados
administrado nas doses 0.025,0.25,0.5 e e mortalidade eram observados : . da mesma maneira, com excecao N . .
: o aminotransferase, alanina néo foi investigada
1.0 g/kg/dia. diariamente. Ao fim do tratamento, ) de um aumento dose-dependente b
, , aminotransferase, colesterol total, . . ) . em grupo satélite.
estudo hematolégico e morfolégico o ! do nitrogénio/ureia sanguineo,
: . : triglicerideos, fosfatase alcalina, o )
(histopatoldgico) foram conduzidos. i~ : ) . bem como de creatinina e alanina
bilirrubina total e direta, proteinas X . ,
: ) ) aminotransferase . No estudo histolégico,
totais, albumina e globulina. o . . "
sinais de inflamacao leve hepatica.

Fonte: Autoria propria.




4.3.1.4 Toxicidade Reprodutiva

Estudos relacionados a toxicidade reprodutiva de extratos ou outras
preparacodes a base de Calendula officinalis séo escassos na literatura. Um estudo
pré-clinico* envolvendo um extrato hidroalcodlico das flores de C. officinalis
(etanol a 70%, padronizado em flavonoides totais) administrado por gavagem a
ratos Wistar machos e fémeas diariamente por 60 dias nas doses de 0,25; 0,5; e
1,0 mg/kg, avaliou a toxicidade reprodutiva por meio do acasalamento de ratos
machos tratados e fémeas nao tratadas entre os dias 53 e 60 de tratamento.
No mesmo estudo, em um segundo protocolo, grupos de ratas gravidas foram
tratadas por via oral, nas mesmas doses descritas anteriormente, entre os dias
123 6 (periodo de pré-implantacao), 7 a 14 (periodo de organogénese) ou 15a 19
(periodo fetal) de gravidez. No 20° dia, os animais foram sacrificados para avaliacao
dos parametros maternos e fetais. O estudo demonstrou que o tratamento com
0 extrato ndo afetou os parametros reprodutivos masculinos, tais como nimero
de crias/fémea, indice de viabilidade e indice de lactacdo. O estudo também nédo
encontrou sinais de toxicidade nos periodos de pré-implantacao e organogénese
fetal. O Unico parametro que sofreu alteracdo foi o peso corporal materno durante
o periodo fetal, que foi diminuido (p<0,05) no grupo tratado na dose de 1 mg/kg
em relacao a animais do grupo controle.

4.3.1.5 Estudos de mutagenicidade e genotoxicidade

Na literatura pesquisada, alguns estudos foram encontrados relativos a ensaios
de genotoxicidade envolvendo extratos de Calendula officinalis, tanto com o foco
em seu uso como insumo para medicamentos fitoterdpicos quanto em seu uso
em preparacbes cosméticas. Em um ensaio para avaliar a atividade genotoxica
de um extrato hidroalcodlico das flores de Calendula officinalis (residuo seco de
101 mg/mL, em 60% alcool, v/v), Ramos, et al** relatam atividade genotoxica
concentracao-dependente do extrato em concentracdes variando de 50 a
5.000 ug solidos/placa. Nao foi observado aumento dos reversores de gendtipo
no teste de Ames para as quatro cepas bacterianas utilizadas (com ou sem
ativacdo metabdlica) na faixa de concentracdes utilizadas (50-5.000 g solidos/
placa). Evidéncia de genotoxicidade foi observada com um modelo que utiliza
o fungo Aspergillus nidulans em concentracdes mais elevadas (0,1 a 1,0 mg/mL),
na forma de permutacdo e de desagregacao cromossomicas. Este efeito foi
atribuido pelos autores ao componente calendina, uma terpeno-lactona presente
na fracao cloroférmica, com base em resultados preliminares de fracionamento
biomonitorado do extrato hidroalcodlico. Em outro estudo, conduzido por
Pérez-Carredn et al.® o objetivo foi investigar o efeito genotdxico e antigenotoxico
de extratos de C. officinalis (incluindo os extratos aquoso, hidroalcodlico, etandlico
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e cloroférmico das flores) em um modelo de cultura de células hepaticas de rato
tratadas com dietilnitrosamina. Os extratos aquoso, hidroalcodlico, etandlico e
cloroférmico foram dissolvidos de forma a ajustar a sua concentracao para 225 ug
de solidos/mL solvente. Os extratos foram dissolvidos em salina (extrato aquoso e
hidroalcodlico) ou DMSO (extrato etandlico e cloroférmico) e entdo adicionados
a cultura de hepatocitos. Como medida da sintese nao programada de DNA
(“unscheduled DNA synthesis”), a incorporacao de timidina tritiada foi medida
com um contador de cintilacdo. Como resultado, os autores descrevem que 0s
extratos etandlico e cloroférmico ndo sao genotdxicos em concentracoes de até
50 microgramas/mL e protegem parcialmente as células hepdticas da sintese
de DNA induzida por dietilnitrosamina. O extrato aquoso ou hidroalcodlico em
concentracdes da ordem de ng/ml protegem completamente as células hepaticas
frente a sintese de DNA induzida por dietilnitrosamina, mas em concentracdes trés
ordens de magnitude maior sao genotoxicas. Em outro estudo que teve como
objetivo testar o efeito protetor do extrato glicolico das pétalas e do botao floral
de C. officinalis, Frankic T et al*” avaliaram o efeito de extratos de caléndula sobre
dano oxidativo e dano ao DNA induzido por ingestao elevada de acidos graxos
poli-insaturados. A metodologia do estudo envolveu animais (porcos) alocados
aleatoriamente em cinco grupos experimentais. O primeiro grupo (controle)
foi alimentado com uma dieta baixa em substancias antioxidantes e com 10%
de sua energia oriunda de gorduras. Nos outros quatro grupos experimentais
uma quantidade apropriada de 6leo de linhaca foi utilizada de forma a elevar a
proporcao de energia que seria oriunda de gordura para 30%. O segundo grupo
serviu como controle positivo (6leo). O terceiro e quarto grupos tiveram sua
alimentacdo suplementada com o extrato glicélico de C. officinalis. Um deles com
3 mL/dia do extrato glicélico das pétalas e o outro com 3 mlL/dia dos botdes florais
completos. O quinto grupo recebeu como suplemento, em sua dieta, 100 mg/kg
de vitamina E como comparador. Os seguintes parametros foram medidos: estado
antioxidante total, ensaio cometa, determinacao de malondialdeido (MDA), dano
ao DNA nuclear em linfocitos, isoprostanos urinarios, glutationa peroxidase de
eritrécitos. Comoresultado, o extrato 1 de C. officinalis (extrato das pétalas) protegeu
de forma efetiva os animais do dano oxidativo ao DNA. O tratamento levou a uma
tendéncia numérica em direcao a reducao da concentracao plasmatica de MDA
e de isoprostanos ( iPF2) urinarios. O seu efeito foi comparavel ao da Vitamina E.
O extrato do botao floral demonstrou um potencial antioxidante menor. Quanto
ao dano ao DNA, a dieta rica em &cidos graxos poli-insaturados induziu dano
oxidativo ao DNA em linfocitos do sangue periférico. Ambos os extratos foram
capazes de reduzir o dano oxidativo, com poténcia comparavel a 100 mg/kg de
vitamina E. O extrato glicélico das pétalas também foi capaz de reduzir a excrecao



urinaria de 8-hidroxi-desoxi guanosina (8-OHAG), indicando reducao do dano ao
DNA. Outro estudo com saponinas isoladas de flores secas de C. officinalis e outras
espécies foi conduzido por Dumenil et al*® Neste estudo, as saponinas testadas
nao exibiram potencial mutagénico em doses de 80-200 ug/tubo. As saponinas
(em doses de até 400 ug/tubo), também nao foram capazes de reverter o fenétipo
de linhagens de S. typhimurium.

Mais recentemente, um estudo de Leffa et al* avaliou o efeito mutagénico
e genotoxico apds duas semanas de tratamento por via oral com extratos
etandlico (250 e 500 mg/kg) e aquoso (90 mg/kg) de C. officinalis em amostras
de sangue e medula 6ssea de camundongos CF-1. Nenhum efeito genotéxico ou
mutagénico foi observado com os extratos apds duas semanas de tratamento,
conforme analisado pelo ensaio cometa e ensaio de micronucleo. Os extratos
demonstraram um efeito antigenotdxico nas doses avaliadas em modelo de dano
ao DNA induzido por metanosulfonato de metila (MMS) segundo evidenciado
pelo ensaio cometa, enquanto que apenas o extrato aquoso demonstrou efeito
antigenotodxico como evidenciado pelo ensaio de micronucleo.

4.3.1.6 Sensibilizacdo dérmica

Apesar de varias espécies da familia Asteraceae (Compositae) serem
reconhecidas como capazes de causar reacoes de hipersensibilidade tardia, este
efeito tem sido relativamente raro com extratos de Calendula officinalis.**® Casos
de sensibilizacdo dérmica de baixa intensidade foram relatados anteriormente.’
No estudo de Reider et al.*® 443 pacientes foram testados ndo apenas com a
mistura padrdo de sensibilizacdo dérmica para a familia Compositae (Asteraceae),
mas também com uma mistura de sesquiterpenolactonas, Arnica, Calendula
e propolis. Os testes de oclusao foram aplicados por meio de camaras Finn®
com fita Scanpor® nas costas dos pacientes por dois dias e a leitura foi realizada
15 minutos e um dia ap6s o término do periodo de exposicao. Os resultados
demonstraram que do total de 443 pacientes, nove reagiram a caléndula (2,03%),.
A positividade com a mistura padrao para Compositae foi de 18 pacientes (4,06%).
Dos pacientes que responderam positivamente a exposicao com extrato de
caléndula, apenas quatro também reagiram positivamente a mistura padrao
para Compositae, ou seja, cinco pacientes que sofreram sensibilizacdo dérmica
ao extrato de Calendula officinalis ndo reagiram positivamente a mistura padrao
para Compositae, e 0s autores sugerem que a frequéncia relativamente baixa de
reacoes a extratos de C. officinalis pode ser devido ao uso generalizado da mistura
padrao para Compositae, em vez de extratos especificos de C. officinalis nos testes
de sensibilidade dérmica. Em uma revisao sobre o uso de extratos de Calendula
officinalis em preparacdes cosméticas,” varios testes submetidos pela Cosmetic,
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Toiletry and Fragrance Association, mas nao publicados, todos envolvendo extratos
de C officinalis incorporados em produtos cosméticos deram resultado negativo
em ensaios de sensibilizacao dérmica.

4.3.1.7 Irritagdo cutdnea

Nado foram encontradas referéncias originais a ensaios de irritagao dérmica
na literatura pesquisada, exceto quanto a uma revisao do uso de extratos de
Calendula officinalis em preparacdes cosméticas.”? Neste artigo, os autores citam
alguns estudos de irritacao cutanea submetidos pela Cosmetic, Toiletry and
Fragrance Association, mas nao publicados que demonstram baixo potencial
de irritacdo cutanea de extratos de C. officinalis. Assim, um teste de oclusdo
envolvendo extrato aquoso de C. officinalis a 10%, realizado em nove coelhos, o
indice primario de irritacdo dérmica foi de 0,0. Um creme ocular contendo extrato
de C officinalis também foi testado quanto ao potencial de irritacdo dérmico e
nao se mostrou irritante. Além disso, um extrato de Calendula officinalis (1%-5%),
oleo de soja (>50%), e tocoferol (<0.1%), testado em parafina liquida a 10% nao
produziu irritacdo em coelhos no teste de Draize. Em outro teste envolvendo
extrato de Caléndula, butileno glicol e dgua, no qual a mistura (0,5 mL) foi aplicada
na pele intacta e escoriada de seis coelhos albinos, que foram avaliados 4, 24 e
48 horasdepoisdoinsulto, sinaisde um eritema leve apds 4 horas foram observados.
Esta mesma mistura, aplicada por 19 vezes na pele de cobaias durante um periodo
de quatro semanas nao demonstrou sinais de eritema ou edema.

4.3.1.8 lrritagdo ocular

Ndo foram encontrados estudos originais envolvendo o potencial de irritacao
ocular de extratos da espécie na literatura pesquisada. Entretanto, um artigo de
revisao sobre o uso de extratos de C. officinalis em preparacdes cosméticas®™ cita
resultados nao publicados de testes de irritacao ocular submetidos por associacoes
da industria de cosméticos. Em um destes testes, o potencial de irritacao ocular de
um extrato aquoso a 10% de C. officinalis foi avaliado em seis coelhos. O produto
foi instilado no saco conjuntival de cada animal e os olhos nao foram lavados.
O extrato produziu irritacao minima. Em outro estudo, o potencial de irritacao
ocular de um creme para os olhos contendo 1% de extrato foi avaliado, tendo
demonstrado nao ser irritante nas condicoes testadas. Produtos contendo de
1-5% de extrato de C. officinalis, 6leo de soja (compreendendo mais de 50% da
formulacdo) e tocoferol (menos de 0,1% da formulacdo), veiculado em parafina
liquida a 10% nao demonstrou potencial de irritacdo em um teste de Draize em
olhos de coelhos. Uma reacao conjuntival foi observada em um coelho albino, de



um total de seis testados, com exposicao a 0,1 mL de uma mistura de extrato de C.
officinalis, butileno glicol e dgua (proporcoes ndo especificadas).

4.3.2 Ensaios farmacoldgicos

4.3.2.1 Atividade cicatrizante e indutora da vasculariza¢do

Como o uso principal de extratos de Calendula officinalis ocorre por via tépica,
para afeccdes da pele e como auxiliar na cicatrizacao, esta atividade é relativamente
bem caracterizada do ponto de vista pré-clinico em varios estudos, tanto in vitro
quanto in vivo. Em um destes estudos,” o efeito do extrato hexanico de C. officinalis
sobre a proliferacao de fibroblastos foi estudado in vitro, utilizando um ensaio com
fibroblastos de camundongos albinos Swiss 3T3, sendo estes cultivados em placas
de 96 pocos, sob laminulas, até a confluéncia de uma monocamada e em seguida
com o auxilio da ponteira de uma micropipeta, uma banda retangular desta
monocamada era raspada dalaminula (scratch assay). Apds araspagem, a migragao
de fibroblastos para a &rea raspada foi estudada com o auxilio de microscopia
Optica de fluorescéncia, e o numero de células que proliferavam na drea raspada
pdde ser quantificado. Utilizando este ensaio, os autores demonstraram que o
efeito em aumentar a proliferacao de fibroblastos dos extratos hexanico e etandlico
(10 g material vegetal/ 150 mL solvente extrator) de C. officinalis, presentes em
uma concentracao de 10 ug/ mL nos pocos, foi de 64,3 e 74,5%, respectivamente,
em relacao ao tratamento com controle (0,25% de DMSQO). Os autores também
demonstraram que duas substancias isoladas, presentes nos extratos de C
officinalis, o palmitato de faradiol e o miristato de faradiol (dois ésteres triterpénicos)
quando em uma concentracao de 50 pg/mL possuem efeito estimulante da
proliferacdo com poténcia similar a dos extratos testados, o que demonstra que
participam do efeito estimulante observado para os extratos, mas que nao sao 0s
Unicos constituintes com esta acao. Outro estudo,* desta vez utilizando fibroblastos
gengivais humanos, confirmou a capacidade proliferativa do extrato etandlico
(50%) de Calendula officinalis, que promoveu efeito proliferativo nas concentragdes
de 500 e 750 pg/mL apds 12 horas de tratamento, embora a tintura de C. officinalis
a 20% neste mesmo estudo tenha inibido a proliferacado dos fibroblastos. Extratos
de Calendula officinalis também sao capazes de aumentar a revascularizacao, um
efeito que pode contribuir para a atividade cicatrizante atribuida a espécie. Neste
sentido, o efeito de extrato aquoso (3%) das flores de C. officinalis sobre a
neovascularizacao foi estudado® utilizando o ensaio da membrana corioalantdica
de galinha, que consiste em colocar o extrato em contato com a membrana
corioalantdica (CAM) por meio de um orificio nos ovos e apds um tempo de
contato pré-determinado avaliar a vascularizacdo por microscopia ou outra técnica
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apropriada. No estudo, os ovos férteis de galinha foram incubados a 37°C durante
trés dias, e em seguida um orificio foi aberto na casca do ovo, o que permitiu o
colapso das membranas. Os ovos foram entdo fechados com fita adesiva e
devolvidos a incubadora até dez dias de idade. O extrato aquoso liofilizado de
Calendulaofficinalis foi colocado sobre a superficie da CAM utilizando uma espatula
esterilizada, enquanto que lactose serviu como controle. Os ovos foram selados e
incubados durante quatro dias. Apos este periodo, procedeu-se a avaliacéo “‘cega”
das membranas para investigar a atividade angiogénica por meio de um
estereomicroscopio. O numero de microvasos observados nas membranas
tratadas com extrato foi significativamente maior do que nas membranas tratadas
com o controle (20,3 + 2,9 versus 3,8 + 0,2, respectivamente, p<0,0001). Este efeito
foi associado a deposicao de acido hialurdénico, observada nas membranas
tratadas, mas nao nas membranas controle. Outro estudo’*® envolvendo a mesma
metodologia para avaliacao da angiogénese testou o extrato etanolico (a 1%), as
fracoes hexanicas (1%) e diclorometano(1%), do extrato etandlico. Tanto o extrato
etandlico quanto suas fracdes foram eficazes em aumentar o nUmero de vasos da
membrana coriocalantdica em relacao ao tratamento controle. Além disso, o extrato
etandlico (1%) também foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizacao de feridas
cirdrgicas cutaneas em ratos, com menor deposicao de fibrina e menor hiperemia
no grupo tratado, em relacao ao controle, efeito este confirmado em estudo
anterior também em ratos.” Em outro estudo, o extrato aquoso de C. officinalis®
nao foi capaz de promover uma cicatrizacao melhor do que o grupo controle nao
tratado em modelo de cicatrizagao de feridas em ratos Wistar. O efeito cicatrizante
do extrato etandlico das flores de C. officinalis foi testado também em queimaduras
térmicas induzidas em ratos.” Os animais tratados com o extrato (20, 100 ou 200
mg/kg) mostraram uma melhoria significativa na cura quando comparado com os
animais controle, ndo tratados. Os indicadores de cicatrizacao da ferida, tais como
a hidroxiprolina associada ao coldgeno, e conteldo de hexosamina aumentaram
significativamente no grupo tratado, indicando a cicatrizacdo acelerada em
animais tratados. As proteinas de fase aguda haptoglobina e orosomucoide, que
foram aumentadas devido a lesdo por queimadura, tiveram sua concentragao
significativamente diminuida em animais tratados com o extrato na dose de 200
mag/kg de peso corporal. O mecanismo de defesa antioxidante, que foi diminuido
no figado durante o ferimento de queimadura, foi melhorado nos animais tratados.
A peroxidacao lipidica foi significativamente reduzida no grupo tratado, quando
comparada com animais controle. Marcadores de danos teciduais como as
enzimas fosfatase alcalina, alanina e aspartato transaminases foram
significativamente reduzidos nos grupos tratados de um modo dependente da
dose. Em um modelo animal semelhante,® utilizando ratos, o efeito cicatrizante de



um gel a base de extrato etandlico das flores de C. officinalis (5%, 7% ou 10%) foi
avaliado em um experimento envolvendo 65 ratos machos adultos divididos
aleatoriamente em trés grupos (controle, placebo e grupo de tratamento). Sob
condicdes estéreis, um retalho, de 2 x 2 cm, de pele da regiao cervical foi retirado
em cada animal. O grupo tratado recebeu uma aplicagao topica diaria de 5%, 7%
e 10% de gel de C. officinalis. O grupo placebo recebeu uma aplicacao tépica diaria
da base do gel, e 0 grupo controle nao recebeu nenhum tratamento durante o
estudo. Quatorze, 21, e 45 dias apds a cirurgia os ratos foram sacrificados, bidpsias
foram retiradas do local das incisdes iniciais e foram coletadas amostras para
investigacao bioquimica. Como resultado, o grupo tratado com o gel a 7% e 10%
tiveram, no 21° dia apos a incisao inicial, conteudo de coladgeno e hidroxiprolina,
maiores do que o grupo controle. Uma combinagdo de extratos hidroalcodlicos
de Plantago major e C. officinalis foram incorporados® em microcapsulas
biodegradaveis de carbonato de calcio com quitosana e carragenana. Estas
microcapsulas foram capazes de acelerar a cicatrizacdo de Ulceras gastricas
induzidas por acido acético em ratos, em comparagao com O grupo controle,
tratado com microcapsulas sem extratos incorporados, entretanto os autores nao
fornecem nenhuma informacao sobre o tipo do extrato, dose ou padronizacao. O
extrato hidroalcodlico das flores de C. officinalis incorporado em uma base gel (a
5% ou 10%) foi testado também em modelo de mucosite da cavidade oral em
hamsters induzida pelo tratamento com uma dose de 60 mg/kg de 5-fluorouracil %
administrado por via intraperitoneal. Os grupos tratados com o gel (5% e 10%)
administrado diariamente apds o 12° dia topicamente, foram capazes de reduzir
0s escores da mucosite comparados ao grupo controle. Estes escores estavam
associados a uma completa epitelizacao e a presenca de tecido conectivo normal
no grupo tratado com gel a 10%, embora cicatrizacao com a presenca de infiltrado
de células inflamatdrias e ingurgitacao vascular tenha sido observada no grupo
tratado com o gel a 5%. J&4 no grupo controle, hemorragia extensa e ulceracao
foram observadas. Em um estudo® envolvendo coelhos machos (raca Nova
Zelandia), um creme a base de tintura de C. officinalis a 5% administrado por via
topica diariamente, foi capaz de aumentar o nimero de fibroblastos nas feridas
cirdrgicas induzidas na regiao cervical dorsal dos animais em relacdo ao grupo
controle. Uma pomada a base de C. officinalis foi testada em um estudo envolvendo
coelhos da raca Nova Zelandia, mas ndo demonstrou diferenca quanto ao tempo
de cicatrizacdo das feridas cirdrgicas em relacdo ao grupo tratado com déleo de
girassol ou o controle, tratado com soro fisiol6gico.®* Uma pomada em base de
vaselina formulada com extrato etandlico de C. officinalis®® também foi capaz de
acelerar o processo de cicatrizacao em feridas cirdrgicas de caes, segundo avaliacao
macroscopica e histopatoldgica das lesdes. Entretanto, nenhum detalhe sobre a
formulacdo ou a preparacao do extrato foi descrito.

45



46

4,3.2.2 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria relatada para os extratos das flores de Calendula
officinalis estd relacionada a sua acao cicatrizante, j4& que em muitos casos
0 processo inflamatdrio normal que acompanha a cicatrizacdo e que leva a
formacdo do tecido de granulacao pode estar exacerbado. Muitos estudos relatam
a atividade anti-inflamatdéria de extratos de C. officinalis em diversos modelos
experimentais in vivo e in vitro. Em um estudo que avaliou o efeito de um extrato
de Caléndula a 2-3% nenhum detalhe sobre o tipo de extrato foi fornecido em
relacdo a atividade de metaloproteinase da matriz (MM2), uma importante classe
de enzimas no processo de remodelagem tecidual e cuja inibicao esta associada
ao tratamento de gengivites foi observada que o extrato de Caléndula foi capaz
de inibir completamente a atividade da enzima, conforme ensaio de zimografia
em gel’® Além disso, o extrato inibiu a degradacdo de colageno induzida por
fibroblastos gengivais em uma proporcdo maior do que a quercetina, um dos
constituintes do extrato, demonstrando que deve haver outras substancias,
no extrato, responsaveis por esta inibicdo. O efeito anti-inflamatdrio de extrato
etandlico das flores de C. officinalis (preparado a partir de 750 g de material vegetal
para 1 litro de etanol) também foi avaliado em modelo de edema de pata induzido
por carragenana, dextrana ou formalina em camundongos BALB/C’" O extrato
de Calendula officinalis foi capaz de inibir em 50,6% e 659% o edema de pata
induzido por carragenana nas doses de 250 e 500 mg/kg, respectivamente, por
via oral, quando comparado aos animais controle. O grau de inibicao quando o
agente flogistico foi o dextrana foi de 41,9 e 42,4% para as doses de 250 e 500
mg/kg, respectivamente. J& no modelo de inflamacdo croénica induzida por
formalina, a inibicao foi de 32,9% e 62,3% para as mesmas doses anteriormente
especificadas. Além disso, o extrato inibiu também a liberacdo do fator de necrose
tumoral (TNF-a) em macréfagos estimulados por lipopolissacarideo e a liberagao
de citocinas pro-inflamatdérias como IL-13, IL-6, IFN-y e proteina C reativa. Em
um estudo’ com o mesmo modelo de inflamacédo aplicado a uma formulagao
granulada a base de extratos etandlicos de Calendula officinalis e Matricaria
recutita (especificacdes da preparacao nao informadas) administrado nas doses
de 100 e 250 mg/kg por via oral, observou-se inibicdo significativa do edema de
pata induzido por carragenina e dextrana em ratos (p<0,05). Em um estudo que
avaliou o efeito combinado da terapia com ultrassom e aplicacdo tépica de gel a
base de Calendula officinalis em lesGes musculares feitas cirurgicamente em ratos,
foi relatado um efeito benéfico na cicatrizacdo e inflamacao quando da aplicacao
combinada do gel e a terapia com ultrassom quando comparado apenas ao
ultrassom isoladamente. Entretanto, neste estudo néo foi citada a concentracdo
ou outros detalhes da composicao do gel utilizado.” O efeito anti-inflamatério da



espécie tem sido atribuido a presenca de ésteres de alcoois triterpénicos, como
o palmitato e miristato de faradiol e a glicosideos triterpénicos. Outro estudo
envolvendo a acdo de ésteres de faradiol em modelo de inflamacao induzido
por ésteres de forbol em orelha de camundongos por Zitterl-Eglseer et al,” os
percentuais de inibicdo do edema encontrados foram de 55%, 46%, 45%, 49% e
73% para a mistura de monoésteres de faradiol, 3-miristato de faradiol, 3-palmitato
de faradiol, \-taraxasterol e faradiol, respectivamente. A atividade de varios
glicosideos triterpénicos isolados de C. officinalis sobre a inflamacao induzida por
acetato de tetradecanoil forbol (TPA) em orelha de camundongos também foi
estudada.”” Nove glicosideos triterpénicos foram capazes de inibir a inflamacao
induzida por TPA em orelha de camundongo com valores de inibicao médios
DI, variando entre 0,05 a 0,2 mg/orelha. As substancias testadas incluiram:
calendulaglicosideo A, éster 6-O-metilico do calendulaglicosideo A, éster
6"-O-n-butilico do calendulaglicosideo A, calendulaglicosideo B, éster 6°-O-n-
butilico do calendulaglicosideo B, calendulaglicosideo C, éster 6°-O-metilico
do calendulaglicosideo C, éster 6-O-n-butilico do calendulaglicosideo C, éster
6"-O-n-butilico do calendulosideo F. Todos os glicosideos testados, a excecao do
calendulaglicosideo A foram ativos no modelo animal utilizado.

4.3.2.3 Atividade imunomoduladora

Um estudo’ utilizando linfocitos de doadores humanos sadios e com
imunodeficiéncia celular por transformacao linfoblastica ndo observou qualquer
efeito do extrato (solvente nao especificado) de C. officinalis. O efeito de dois
extratos de Calendula officinalis preparados a partir da planta inteira e das flores foi
comparado ao de lectina isolada de Solanum tuberosum quanto a sua capacidade
de aumentar a proliferacao de células progenitoras endoteliais.”” Tanto a lectina
(em concentragdes de 50 ng/mL a 5 ug/mL) quanto os extratos aquosos de
Calendula (em concentracbes de 50 ng/mlL a 1 ug/mL) foram capazes de estimular
a proliferacdao de células endoteliais e aumentar a expressao de moléculas de
adesao (ICAM-1 e VCAM-1), sendo que o extrato de Calendula preparado a partir
das flores foi mais eficaz. Ja no estudo avaliando a atividade imunomoduladora
de 31 espécies de plantas medicinais,’® a C. officinalis foi uma das espécies que
exibiu maior efeito inibitdrio sobre a producao de citocinas pro-inflamatorias, mas
0 estudo nao especifica o tipo de extrato utilizado e nem mesmo a dose. Em um
estudo que avaliou varias espécies frente a suas capacidades antioxidante em
ensaio de estabilidade oxidativa do ¢leo de girassol e de colza,” o extrato de C.
officinalis foi o mais eficaz nas concentracdes de 10 e 30 mg/kg (peso de extrato
por peso 6leo) para 0s 6leos de girassol e colza, respectivamente.
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4.3.2.4 Atividade antimicrobiana

Uma das atividades farmacoldgicas mais estudadas e com resultados mais
contraditérios do ponto de vista pré-clinico para extratos de C. officinalis tem sido
a antimicrobiana. A comparacao entre os estudos de atividade antimicrobiana
é dificultada pela variabilidade no método de execucao dos estudos e pela
descricao muitas vezes incompleta da metodologia nos artigos. Apesar desta
heterogeneidade dos resultados, os estudos demonstram, em sua maioria,
atividade antimicrobiana do extrato das flores de C. officinalis e de substancias
deste isoladas. A atividade antimicrobiana e antifungica dos extratos etanélico e
metandlico de flores de C. officinalis (15 L dos extratos a 300 mg/mL no disco de
difusdo) foi avaliada tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas
de isolados hospitalares utilizando o método de difuséo por disco em dgar.® O halo
de inibicdo promovido contra as bactérias Gram-positivas e negativas foi similar,
sendo o extrato metandlico ligeiramente superior ao extrato etandlico. Ja frente
a fungos do género Candida e Aspergillus, os dois extratos mostraram atividade
antifingica comparavel e semelhante aquela promovida pelo fluconazol (10 mm
para o extrato metandlico, 9 mm para o etandlico e 7 mm para o fluconazol). Este
resultado estd em desacordo com aquele obtido por Herman et al®' que avaliou
o efeito antimicrobiano de extrato hidroglicélico de C. officinalis (concentracao
nao especificada) e de 6leos essenciais sobre 0s seguintes micro-organismos:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, e Candida albicans.
O objetivo do estudo foi comparar o efeito de extratos vegetais e 6leos essenciais
com o efeito antimicrobiano do metilparabeno, a fim de avaliar se este poderia
ser substituido em preparacbes cosméticas. O extrato de Calendula officinalis
ndo teve acao sobre Candida albicans. Acao antifingica contra Candida também
apenas discreta de extrato glicélico (40%) de Calendula; foi observado em estudo
em que apenas 10% das cepas foram sensiveis.® O efeito antifungico do extrato
hidroglicolico de C. officinalis extraido com uma parte de material vegetal e 5 de
liquido extratore aplicado a 20% sobre os discos de difusao, em ensaio com Candida
sp (isolado hospitalar) foi entretanto confirmado em outro estudo,® embora os
diametros dos discos de difusdo tenham sido pequenos (média de 3,3 mm). Em
um estudo realizado para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico
de C officinalis sobre bactérias enteropatogénicas® o extrato foi preparado com
90% de etanol, com uma razao de extracao de 1:2, e residuo seco de 500 mg/
mL. Neste estudo, o extrato diluido a 1:25 (v/v) provocou 100% de inibicao sobre
Campylobacter jejuni, um micro-organismo implicado como a segunda causa
mais frequente de diarreia do viajante e uma das causas mais comuns de diarreia
em paises desenvolvidos. Efeito antimicrobiano sobre os micro-organismos
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes, foi



observado em estudo,®# que avaliou o efeito antimicrobiano dos extratos éter
de petrdleo, diclorometano e metandlico (20 pL aplicados no disco de difusao,
correspondendo a 0,2 mg de extrato). Dos trés tipos de extratos avaliados, apenas
o extrato diclorometano demonstrou alguma atividade sobre Staphylococcus,
com halo de inibicdao de cerca de 9 mm, enquanto que para P acnes os extratos
de éter de petrdleo e metandlico demonstraram alguma atividade (9,1 e 12,4
mm, respectivamente), com o extrato diclorometano demonstrando ser inativo
contra este micro-organismo. A concentracao inibitéria minima do extrato
etandlico (CEE) das flores de C. officinalis e de suas fracbes hexanica (FHC) e
diclorometano (FDC) frente a algumas bactérias foi determinada.’®**®* As menores
concentragdes capazes de inibir o crescimento microbiano foram: CEE, CIM de 0,39
mg/mL frente a S. aureus e Bacilus stearothermophylus; FDC, CIM de 4,37 mg/mL
frente a Staphylococcus aureus 6532 e S. aureus 13048, CIM de 1,08 mg mL frente
a B. stearothermophylus e B. cereus, CIM de 0,5 mg/mL frente a M. roseus; FHC, MIC
de 0,19 mg/mL frente a S. qureus 13048. Além de extratos preparados a partir
das flores de Calendula, o 6leo essencial também ja foi testado quanto a sua
atividade antibacteriana.”” O 6leo essencial (nas concentracoes de 30 e 3 ulL por
pPoco) promoveu um halo de inibicao de 21,3 e 0,6 mm, respectivamente frente
a Staphylococcus aureus. Em outro estudo avaliando a atividade antimicrobiana
do dleo essencial de C. officinalis® discos impregnados com 15 uL do dleo
essencial foram capazes de promover halos de inibicdo (11 a 30 mm) contra todos
0s 23 micro-organismos testados. Os principais constituintes do 6leo essencial
encontrados foram: hidrocarbonetos sesquiterpénicos (68.0%) e sesquiterpenols
(27.0%). A -cadineno (22.53%), a-cadinol (20.40%) e epi-a-muurolol (12.87%). O
oleo essencial das flores de Calendula foi testado também® quanto a sua atividade
antifungica, tendo inibido completamente o crescimento de Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus and Fusarium moniliforme em uma concentracao de 3.000
ppm. Algumas substancias isoladas de C. officinalis também ja foram avaliadas
quanto a sua atividade antimicrobiana. Em um estudo de Szakiel et al.,* o acido
oleandlico, seus glicosideos e glicuronideo foram avaliados. O &cido oleandlico
apresentou uma concentracao inibitéria minima de 35 ug/mL para Escherischia
coli, 60 ug/ mL para Yersinia enterocolitica, 100 ug/mL para Klebsiella pneumoniae,
125 ug/mL para Klebsiella oxytoca, 50 ug/mlL para Shigella flexneri, 55 ug/mL
para Shigella sonnei, 35 ug/mL para Bacilus megaterium, 15 ug/mL para Listeria
monocytogenes, e 10 ug/mL para Staphylococcus epidermidis. O extrato etandlico
de flores de C. officinalis também foi testado frente a patdgenos relevantes
para contaminacao em alimentos.” Os micro-organismos testados incluiram:
Staphylococcus aureus (American Type Culture Collection) ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 19111, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e isolados
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clinicos de Klebsiella pneumoniae e Candida albicans. O extrato etandlico foi
preparado com 25 g de material vegetal para 400 mL de liquido extrator (etanol
70% ou 95%). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusao
em agar (com 100 plL dos extratos a 10% p/v nos orificios de difusao). O extrato
etandlico ndo foi ativo frente aos seguintes micro-organismos: P aeruginosa
ATCC 27853, L. monocytogenes ATCC 19111 e C. albicans, mas demonstrou uma
inibicao pequena contra Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (com
halos de inibicao pequenos em torno de 0,73 a 5,35 mm). O extrato hidroalcodlico
de C officinalis a 10% também foi testado contra bactérias (Staphylococcus sp.)
do leite bovino obtido de animais com mastite.”* O halo de inibicdo obtido para
o extrato de Caléndula foi de 14,93 mm. Também foram testados os efeitos de
sinergia do tratamento com Calendula e diversos antibidticos-padrao, mas o efeito
antimicrobiano dos antibiéticos ndo foi potencializado pelo extrato. O efeito do
extrato hidroalcodlico de Calendula officinalis (nenhum detalhe sobre o extrato
foi fornecido) sobre micro-organismos relevantes para doenca periodontal foi
avaliado.” A concentracao inibitéria minima foi determinada pelo método da
microdiluicao como sendo 62,5 mg/mL frente a Porphyromonas gingivalis e 250
mg/mL frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Croton lechleri. Em outro
estudo,” o extrato metandlico de C. officinalis exibiu uma CIM de 512 ug/mL frente
a Porphyromonas asaccharolityca, tendo também demonstrado menor atividade
frente a outras 17 bactérias anaerdbias ou aerdbias facultativas periodontais.
Extratos de Calendula officinalis também demonstraram atividade contra micro-
organismos responsaveis pelo mau halito.”

O extrato metandlico de C. officinalis foi testado quanto a sua capacidade de
reduzir a infectividade de cercarias de Schistosoma mansoni, quando administrado
as cercarias tanto em periodo prévio a infeccao quanto quando a exposicdo das
cercarias ao extrato foi realizada durante a infeccao em camundongos albinos.”
A exposicao das cercarias por 30 minutos a concentragdes de 25 ppm do extrato
durante a fase de infeccao reduziu consideravelmente a carga parasitaria/
camundongo em 83% e o numero de ovos/g tecido no figado e intestino em
77,2% e 83,5%, respectivamente, em comparacao com aqueles infectados no
grupo controle. Além disso, camundongos infectados pelas cercarias expostas
a 50 ou 75 ppm durante a infeccao nao desenvolveram vermes adultos. Qutro
estudo® envolvendo o ciclo de vida do Schistosoma mansoni avaliou o efeito
de uma preparacao a base de saponinas parcialmente hidrolisadas (resultando
em glicosideos do acido oleanoico) sobre caramujos, que sao o hospedeiro
intermediario deste parasita. Foi visto que uma concentracao de 10,25 mg/mL da
saponina parcialmente hidrolisada foi letal a 100% dos caramujos, embora apenas



uma concentracao de 50 mg/mL da saponina nao hidrolisada tenha produzido o
mesmo efeito.

Uma tintura comercial de C. officinalis (nas concentracoes de 5 e 10 mg/mL)
foi testada em relacdo a sua atividade viral contra virus da hepatite B, mas nao
demonstrou nenhuma atividade antiviral. A atividade antiviral contra HIV-1
de extratos aquoso e organico (solvente ndo especificado) foi avaliada em
outro estudo.” O extrato organico conferiu um efeito citoprotetor com uma
CE, =400 pg/mL. O extrato também inibiu a formagao de células sinciciais quando
presente em concentracao de 500 pg/mL, além de ter inibido a atividade da
transcriptase reversa viral com uma Cl_ =51 ug/mL.

4.3.2.5 Atividade antioxidante

O extrato etandlico de C. officinalis (preparado com 700 g de material vegetal
paraum volume de 1L de extrato, fornecendo um residuo secode 1,1 g/100 mL) foi
avaliado quanto a sua atividade antioxidante in vivo e in vitro."* O extrato foi capaz de
inibir a producao de radicais superoxido, radicais hidroxila e a peroxidacao lipidica
com valores de Cl_ =500, 480 e 2.000 mg/mL, respectivamente. O extrato também
inibiu a producao de radicais ABTS, DPPH e NO. A administracao oral do extrato
em camundongos por 1 més (em doses de 50-250 mg/kg) aumentou a atividade
da catalase, niveis sanguineos e hepaticos de glutationa e diminuiu a atividade da
glutationa peroxidase. O extrato hidroalcodlico de C. officinalis (1:9, p/p) foi também
avaliado frente a sua agao antioxidante e de diversos radicais.” Os valores de Cl, |
foram de 97,1 + 2,1 ug/mL, 350,0 + 13,1 ug/mlL e 4,4 + 0,9 ug/mLl para os testes
com radical DPPH, ensaio de peroxidacao lipidica e o ensaio xantina/luminol/XOD,
respectivamente. Além disso, em doses baixas (150 e 300 mg/kg) o extrato foi
capaz de manter os niveis de glutationa em camundongos expostos a radiacao
ultravioleta em valores proximos ao grupo controle nao irradiado, embora em
doses maiores (600 mg/kg), este efeito de protecao nao foi observado. O mesmo
grupo de pesquisa demonstrou efeito protetor sobre a irradiagao ultravioleta
com diversas formulacdes a base do mesmo extrato.”” A fracdo butandlica de
um extrato hidroalcodlico das flores de C. officinalis foi avaliada frente a sua acao
antioxidante in vitro." A fracao inibiu a producao de radicais superdxido e hidroxila
(@,,=1,0£009 mg/mL e 0,5+0,02 mg/mL, respectivamente). A peroxidagao
lipfdica em microssomos hepaticos induzida por Fe+2/ascorbato foi inibida 100%
por 0,5 mg/mL da fragéo (Cl_=0,15 mg/mL). Seu potencial antioxidante reativo
total (Trap), expresso em mM de equivalentes de Trolox, foi de 249,19+14,5 mM. A
formulacdo de cremes a base de um extrato comercial de C. officinalis também foi
avaliada quanto a sua capacidade antioxidante."" A concentracdo ideal de extrato
de C. officinalis no creme que promoveu um efeito antioxidante significativo foi de
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0,9%. Esse creme possuia uma concentracao de carotenoides totais (mg/100 g),
polifendis totais (em equivalentes de acido galico, GAE, mg/100 mL), flavonoides
e flavonas totais (em equivalentes de quercetina, EQ, mg/100 mL) e atividade
sequestradora de radicais DPPH (expressa em equivalentes de quercetina, EQ,
tUMol/100 mL) de: 0,73 mg/100 g, 92 mg GAE/100 mL, 4,2 mg/100 mL, e 163 pMol
EQ/100 mL. Em uma comparacao entre a capacidade antioxidante das espécies
Calendula arvensis e C. officinalis frente ao radical DPPH e capacidade redutora
férrica do plasma (Frap), o extrato hexanico das flores de C. officinalis demonstrou
atividade maior que o de C. arvensis.' Efeito semelhante foi confirmado em outro
estudo comparativo entre as duas espécies,”” que demonstrou que 0s extratos
aquoso e metandlico de C. officinalis possuem maior atividade antioxidante que
aqueles de C. arvensis. O extrato metandlico de C. officinalis (detalhes da extracao
nao especificados) e de outras espécies foi avaliado quanto a sua capacidade
de inibir a producdo e radicais DPPH e também frente ao ensaio de capacidade
redutora férrica (Frap), tendo demonstrado um efeito antioxidante com uma Cl50=
111,96 £ 1,13 ug/mL no ensaio de DPPH e 460,09 + 1,94 mg/g de equivalentes de
Trolox no ensaio de Frap.®

4.3.2.6 Atividade antitumoral

A atividade antitumoral e 0 mecanismo de acdo de um extrato aquoso de
C. officinalis, obtido por um novo processo de extracao assistida por /aser, foram
determinados. Vdrias linhagens de células tumorais murinas e humanas foram
utilizadas no estudo.'” A inibicao do crescimento celular variou entre 70-100% e 0s
mecanismos foram identificados como envolvendo a interrupcao do ciclo celular
na fase GO/G1 e apoptose induzida por Caspase-3. O mesmo extrato foi capaz de
ter efeito proliferativo sobre células sanguineas (linfocitos periféricos) e células NKL
(célulasleucémicas).Otratamento viaintraperitoneal ou oral com o extratofoi capaz
de inibir o crescimento tumoral in vivo e prolongar a sobrevida de camundongos.
Uma atividade citotoxica significativa frente a uma linhagem de células leucémicas
foi obtida para um extrato hidrometandlico de C. officinalis.'™ Frente a linhagem
J-45.01 de leucemia humana aguda, o extrato apresentou uma Cl, =0,23 mg/mL.
Os chas de Calendula officinalis (2 g/100 mL) e Matricaria recutita (5 g/100 mL)
foramn comparados quanto aos seus efeitos citotdxicos e quanto a composicao
quimica a atividade antioxidante." Apesar da composicao quimica e a atividade
antioxidante dos dois chas terem sido semelhantes, a atividade citotdxica do cha
de caléndula foi mais pronunciada do que o cha de camomila (ClI,,.=0,36 mg/mL
versus >16,67 mg/mL, respectivamente) e seletiva frente a uma linhagem tumoral
de melanoma (Fem-x). Um decocto de C. officinalis (rendimento= 32,7%) foi
avaliado frente a diversas linhagens de células tumorais hepaticas, produzindo



uma inibicdo média da proliferacdo destas células de 12,9% a uma concentracdo de
2mg/mL.Emoutroestudo,'®oextratoetandlicodasfloresde C officinalis (preparado
com 700 g de material vegetal para um volume de 1 L de extrato, fornecendo um
residuo seco de 1,1 g/100 mL) foi avaliado quanto a sua capacidade de reduzir
metastases de um melanoma como tumor primario. A administracao simultanea
por gavagem do extrato (250 mg/kg por dez dias) a camundongos inoculados
com células tumorais (C57BL/6) através da veia caudal resultou em uma reducao
dos nédulos pulmonares em 74% com aumento da sobrevida em 43,3%. Também
pdde ser observada uma reducao nos niveis de hidroxiprolina, acido urdnico, acido
sialico sérico e y-glutamiltranspeptidase. O extrato também inibiu a expressao
de citocinas pré-inflamatorias, MMP-2, MMP-9, prolil hidroxilase e lisil hidroxilase
e ativou TIMP-1 e TIMP-2. O extrato hidroalcodlico de C. officinalis (1:9, p/p) foi
também avaliado frente a sua acdo citotdxica em células HepG2 e fibroblastos
murinos 1929."7 O extrato foi capaz de estimular a proliferacéo dos fibroblastos
em baixas concentracbes (11-15 mg/mL). Entretanto, concentracbes maiores
foram capazes de inibir a proliferacao celular (21,6% de reducao a 37,5 mg/mL).
J& frente as células HepG2 nenhum efeito proliferativo foi observado para
0 extrato, e o tratamento com 30,0 e 37,5 mg/mL reduziu a viabilidade destas
células em aproximadamente 84% e 93%, respectivamente. Em estudo'® que
avaliou o efeito de trés extratos diferentes de C. officinalis (acetato de etila,
heptano e metandlico) sobre diferentes linhagens celulares, incluindo células
de fibroblastos humanos e uma linhagem de cancer de mama humano (T47D),
ECACC nimero 85102201, verificou-se que o extrato acetato, mas ndo o heptano e
metandlico, estimula a proliferacdao celular em concentragcdes acima de 25 ug/mL,
contudo concentracbes a partir de 75 ug/mlL sao toxicas para as células.
A andlise do extrato revelou a presenca dos seguintes compostos: acido oleandlico,
B-amirina, acetato de [3-amirina, rutina, narcissina, 3-glicosideo de isoramnetina,
quercetina, isoquercitrina, acido vanilico, dcido cafeico, acido clorogénico, dcido
protocatecuico, acido p-cumarico e acido siringico.

4.3.2.7 Outras atividades relatadas

Algumas outras atividades farmacoldgicas nao incluidas nas se¢oes anteriores
e pouco relacionadas ao uso terapéutico da espécie foram avaliadas em testes
pré-clinicos envolvendo extratos de C. officinalis, e incluem: antifertilidade,'”
neuroprotetora,"® nematicida,"" anticolinesterasica,' hepatoprotetora,'®'?
gastroprotetora,'™'  antidiabética e  antilipidémica,"*""  analgésica,"*""?
depressora sobre o sistema nervoso central,' fotoprotetora,™ hipoglicemiante,'”
antidiarreica,'® quimioprotetora,’ antiofidica,'” cardioprotetora,’ inibidora da
contratilidade cardiaca,"” espasmolitica' e bioadesiva."”
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4.4 ENSAIOS CLINICOS

Foram encontrados na literatura ensaios clinicos de fase |, Il e lll envolvendo
indicacbes diversas de extratos de C. officinalis. Na descricao destes estudos, sempre
que possivel foi dada atencado particular a metodologia e ao desenho do estudo, ja
que durante a revisao da literatura um numero grande de estudos foi identificado
com falhas metodoldgicas severas como, por exemplo, nuimero insuficiente de
voluntdrios, método de aleatorizacao nao descrito e estudo ndo cego.

4.4.1 Fasel

O Unico estudo clinico de Fase | encontrado na literatura pesquisada avaliou
a seguranca de enxaguatério bucal contendo 1% de extrato das flores de C.
officinalis em associacao com 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (0,67%), 6leo
de Manuka (Leptospermum scoparium) (0,33%) e 0,5% de extrato seco de cha verde
(Camellia sinensis). O enxaguatorio foi testado quanto a sua seguranca e eficacia
preliminar para reduzir a placa bacteriana. Oito voluntarios (cinco mulheres e trés
homens) completaram o estudo de fase |, utilizando o enxaguatério duas vezes
ao dia (15 mL a cada enxague com um tempo de contato de 30 segundos),
diariamente. Uma mulher relatou sinais de alergia, semelhantes a febre do feno,
e interrompeu o estudo apds dois dias. Os demais voluntarios concluiram o
estudo sem nenhuma intercorréncia.” Nao houve diferenca significativa entre a
preparacao e o enxaguatorio placebo com relacao ao indice gengival, indice de
placa bacteriana ou abundancia relativa das espécies bacterianas.

4.4.2 Fasell

A fim de avaliar o efeito de um creme a base de uma associacao de extratos
de C. officinalis e alecrim a 5% no tratamento de dermatites de contato, um estudo
de fase | aberto foi realizado™' utilizando-se como comparador um creme de
hidrocortisona a 0,25%. Vinte voluntarios saudaveis submeteram-se a inducao de
dermatite de contato e foram avaliados quanto a resposta a diferentes formulagdes
da associacao. Cinquenta microlitros das formulacdes foram aplicadas na area
teste por cinco dias consecutivos apos a inducao da dermatite. O estudo descreve
que a alocacdo dos voluntérios foi aleatorizada. Os desfechos medidos foram:
a perda de dgua transdérmica, o tamanho do eritema e a reducao da irritacao.
Algumas das preparacdes testadas forneceram protecao contra a dermatite de
contato induzida.



No mesmo sentido, um creme contendo 1,5% de extrato de flores de C.
officinalis foi avaliado em um estudo aberto, randomizado, controlado com um
creme a base de Aloe vera para o tratamento de dermatite induzida por fralda em
criangas.”®? Sessenta e seis criancas foram alocadas aleatoriamente (método nao
descrito) no grupo controle (32, creme de Aloe vera) ou tratamento (34, creme
com C. officinalis). As criancas foram tratadas por trés vezes ao dia, durante dez
dias, e a severidade da dermatite foi avaliada em uma escala de cinco pontos no
inicio do estudo e aos dias cinco e dez apds inicio do tratamento. A severidade da
dermatite foi reduzida em ambos os grupos ao fim do tratamento, mas de forma
mais pronunciada no grupo tratado com C. officinalis (p=0,001). Nao houve relato
de nenhuma reacao adversa aos tratamentos.

Alguns estudos clinicos foram realizados no sentido de avaliar o efeito de
C. officinalis em patologias da cavidade oral.**"*** Um ensaio clinico de fase | e
um ensaio piloto de fase Il envolvendo enxaguatério bucal, que consistiu de uma
associacdo de dleos essenciais e extratos de quatro espécies (Melaleuca alternifolia,
Leptospermum scoparium, C. officinalis e Camellia sinensis), foram realizados a fim de
avaliar a seguranca e a eficacia no tratamento da gengivite e da placa bacteriana.”
Esse estudo consistiu de um ensaio clinico randomizado (embora o método de
randomizacao tenha sido por meio de uma moeda, um método considerado
inadequado) aberto, controlado por placebo envolvendo 15 voluntérios na fase |
e 17 na fase Il. Dois voluntarios reportaram efeitos adversos leves e um voluntario
deixou o estudo. A preparacdo teste nao foi significativamente diferente do
placebo quanto aos desfechos mensurados, que incluiram: indice gengival, indice
de placa bacteriana ou abundancia relativa das espécies bacterianas testadas.
Nenhum efeito adverso da preparacao teste foi observado quanto a lesdes
anormais na cavidade oral, sinais vitais, mudancas na funcdo hepdtica ou renal
e na funcao da medula 6éssea. Outra aplicacao na area Odontoldgica envolveu a
avaliacdo de um dentifricio a base de extrato etandlico das flores de C. officinalis
em pacientes portadores de gengivite.® O estudo, envolvendo 40 pacientes
(21 mulheres e 19 homens) com diagnéstico de gengivite, foi um ensaio clinico
duplo-cego, randomizado (protocolo de randomizacdo nao descrito), controlado
por placebo (20 pacientes em cada grupo). Os pacientes foram orientados a
escovar os dentes trés vezes ao dia com o dentifricio contendo 2% do extrato
etandlico de flores de Caléndula (grupo teste) ou dentifricio base, sem extrato
(grupo controle), por quatro semanas de tratamento. A avaliacao dos voluntarios
ocorreu no inicio e nas segunda, terceira e quarta semanas apos o inicio do
tratamento, e envolveu a medida do indice de placa bacteriana, indice gengival
e sangramento a sondagem. O indice de placa foi reduzido em 33,4% ao 28° dia
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em comparacao com uma reducao de 9,8% no grupo controle. O indice gengival
sofreu uma reducdo de 46,3% no grupo tratado em comparacao com 18,4% no
grupo controle, e o sangramento a sondagem foi reduzido em 50,8% no grupo
tratado em comparacao com 21,8% no grupo controle.

A acao antimicrobiana de C. officinalis em suturas de cirurgia dental também
foi avaliado. Um enxaguatdrio bucal a base de C. officinalis foi avaliado quanto
a sua capacidade de reduzir a carga bacteriana de suturas em cirurgias para
extracao do terceiro molar™ O estudo foi aberto, randomizado, cruzado (o
terceiro molar contralateral foi removido e permaneceu sem uso de enxaguatorio
bucal) e envolveu 18 pacientes alocados aleatoriamente (método de aleatorizacdo
nao descrito) para tratamento com enxaguatério de C. officinalis (1% da tintura),
Camellia sinensis (25% de extrato fluido hidroalcodlico 1:1) ou solucdo oral de
0,12% de gluconato de clorexidina. Nao houve diferenca significativa entre a carga
bacteriana nas suturas do grupo controle e do grupo tratado com enxaguatorio
bucal a base de C. officinalis. No mesmo sentido, uma pomada a base de um 6leo
derivado da espécie (detalhes nao informados) e iodoférmio aplicado em suturas
de cirurgia dental foi avaliada quanto a sua acao antimicrobiana.®* O estudo
envolveu 40 voluntarios (20 no grupo controle e 20 no grupo teste) e consistiu de
um ensaio clinico cego, randomizado (protocolo de randomizacao nao descrito)
e controlado. Ndao houve perdas de seguimento ou efeitos adversos. O estudo
consistiu da aplicacao da pomada as suturas dos pacientes no grupo teste e sutura
sem pomada no grupo controle. Nos dias 1, 3,5, 7 e 15 p&s-cirurgia um profissional
de salde que nao tinha conhecimento de que grupo pertencia o paciente removeu
um fragmento de 2 mm da sutura que foi submetida a cultura microbioldgica para
contagem do numero de unidades formadoras de colénia. Houve uma reducao
estatisticamente significativa (p=0,002) no ndmero de unidades formadoras de
colénia nas culturas obtidas a partir de suturas do grupo tratado, em comparacao
com o grupo controle.

Para o tratamento de vaginite ha relato na literatura de um estudo aberto, nao
randomizado e ndo controlado, avaliando a efetividade de uma solucdo aquosa
(1,5%) a base de tintura de C. officinalis (a 20%)."” Quarenta e seis mulheres foram
selecionadas de um universo de 127 para participacao no estudo. A tintura de
Calendula foi aplicada trés vezes por semana, em dias alternados, durante duas
semanas, e a avaliacdo das mulheres foi realizada no inicio do estudo, no dia 21
e dia 30 apds o inicio do tratamento. Como desfechos foram avaliados o grau
de leucorreia através de uma escala analdgica visual de 0 a 10, evolucao clinica,
persisténcia de prurido e exame microbioldgico para pesquisa de Candida albicans.
Aos 30 dias apos inicio do tratamento, 86,1% das pacientes foram avaliadas e ndo



apresentaramleucorreia; 97,6% sem prurido; e 90,5% das mulherestiveram exsudato
vaginal negativo para cultura microbiolégica de Candida albicans. O uso de um gel
a base de C. officinalis (2% de uma tintura a 10%) sozinho ou em associacdo ao gel
de Stryphnodendrum barbatiman no tratamento de Ulceras varicosas e lesdes de
pele domésticas foi avaliado.”® O estudo aberto, ndo randomizado envolveu 38
voluntdrios em quatro grupos: dois grupos (I e Il) apresentando ulcera varicosa e
dois outros (Il e IV) apresentando lesées domésticas. Os grupos | e Il foram tratados
com caléndula e os grupos Il e IV foram tratados com caléndula mais barbatimao,
com uma aplicacao didria por um més, sendo o grupo com a associacao das duas
espécies 0 que apresentou maior eficacia na cicatrizacao das lesées, sequido do
grupo da caléndula.

4.4.3 Faselll

Dois ensaios clinicos de Fase Il encontrados na literatura, envolvendo
preparacoes a base de C. officinalis, avaliaram a utilidade destas formulagdes em
prevenir a ocorréncia de dermatite aguda associada a irradiacao em pacientes com
cancer de mama, e os resultados dos dois ensaios foram conflitantes. O estudo
inicial, de Pommier et al,™ foi um ensaio clinico randomizado (blocos com listas
de alocacao aleatdria foram gerados utilizando software apropriado), controlado,
simples-cego — uma vez que as caracteristicas organolépticas da caléndula nao
permitiram que o estudo fosse duplo-cego — em que a eficidcia de uma pomada
comercial de C. officinalis foi comparada a uma pomada a base de Trolamina na
prevencao de dermatite pds-irradiacao em pacientes com adenocarcinoma de
mama. O estudo envolveu 254 pacientes, sendo 128 alocados ao tratamento
com a pomada de trolamina e 126 alocados ao tratamento com caléndula. Os
pacientes foram instruidos a aplicar a pomada na pele irradiada duas vezes ao
dia ou mais, dependendo da ocorréncia de dermatite e dor, iniciando no comeco
do tratamento radioterdpico e seguindo até a sua conclusdo. Cada paciente foi
consultado semanalmente pelo seu radioterapeuta, que avaliou a toxicidade
dérmica aguda, seqgundo a escala do Grupo de Oncologia e Radioterapia (RTOG)
em cada um dos volumes envolvidos: mama ou parede toracica e, Caso necessario,
prega submamaria, axilas, nddulos mamarios internos e nodulos supram
claviculares. Adorfoiavaliada semanalmente utilizando uma escala visual analégica
de 10 cm. Por uma razdo nao relacionada ao tratamento, ele foi interrompido em
um paciente recebendo a pomada de C officinalis. Quinze interrupcoes foram
observadas no grupo recebendo a pomada de trolamina, a maioria delas devido
a toxicidade dérmica (9%). Como resultado, o estudo mostrou que a incidéncia
de toxicidade dérmica aguda de grau 2 a 3 foi de 41% (intervalo de confianca de
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95%, 37 a 46) no grupo tratado com caléndula e 63% (IC 95%, 59 a 68) no grupo
tratado com trolamina (p < 0,001). Nove pacientes (7%) que receberam caléndula
e 20 pacientes (20%) que receberam trolamina apresentaram toxicidade de grau 3
(p =0,034). Nenhum caso de toxicidade grau 4 foi observada.

O segundo estudo, mais recente,'*® nao encontrou diferencas na eficacia de
um creme a base de C. officinalis comparado a um creme aquoso sem caléndula
para a prevencao de dermatite aguda associada a radioterapia em pacientes
com cancer de mama. O estudo avaliou 420 pacientes e consistiu de um ensaio
clinico duplo-cego, controlado, randomizado. Os 420 pacientes foram alocados
aleatoriamente ao grupo tratamento (creme contendo um extrato de C. officinalis
a 10%, 210 pacientes alocados, 203 iniciaram e 199 concluiram o estudo) ou ao
grupo controle (creme hidrofilico Essex®, 210 pacientes alocados, 208 iniciaram e
206 finalizaram). O desfecho primario foi a diferenca entre 0s grupos na proporcao
de pacientes com reacdes dérmicas agudas a radiacao (ARSR) e desfechos
secundarios incluiram o escore em um questionario estruturado sobre a qualidade
de vida (European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC),
Quality of Life Questionnaire Core-30 (QLQ-C30)), disturbios do sono. Nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os dois grupos quanto a
incidéncia de reacdes dérmicas agudas. Também nao foram observadas diferencas
entre os dois grupos quanto a incidéncia de sintomas como dor, queimacao,
coceira e hiperestesia na area irradiada.

4.4.4 FaselV

Ndo foram encontradas na literatura referéncias a estudos farmacoldgicos
clinicos de fase IV.

4.4.5 Estudos observacionais

N&o foram encontradas na literatura referéncias a estudos observacionais
envolvendo a espécie.



Informacdes Sistematizadas da Relagado Nacional de
sdeInte ao SUS
., Asteraceae — Caléndula

4.5 RESUMO DAS ACOES E INDICACOES PARA CADA
DERIVADO DA ESPECIE CALENDULA OFFICINALIS L.

A maioria dos estudos pré-clinicos e todos os estudos clinicos encontrados
para a espécie foram conduzidos com extratos etandlicos ou hidroalcodlicos dos
capitulos florais de C. officinalis ou com formulacdes derivadas destes extratos.
As acbes mais bem fundamentadas em ensaios pré-clinicos e clinicos sao a sua
acao cicatrizante e anti-inflamatdria para afeccées da pele, e em menor grau de
evidéncia a sua acao antioxidante e antimicrobiana.

4.5.1 Via de administracao

A C officinalis ¢ empregada quase que exclusivamente para uso tépico,**
embora existam referéncias ao seu uso interno?
4.5.2 Dose diaria e posologia

Uso Interno:

Capitulos florais

1-4 g ou por infusdo trés vezes ao dia.*

Extrato liquido

0.5-1.0 mL (1:1 em etanol 40%) trés vezes ao dia.*

Tintura

0.3-1.2 mL (1:5 em etanol 90%) trés vezes ao dia."’

Uso Externo:

Tintura/extrato liquido (1:1) em etanol 40% ou tintura 1:5 em etanol 90%.
Aplicar as feridas ou diluir 1:3 com dgua para compressas. Pomada a 2,5%: aplicar
na area afetada, conforme indicacdo médica.*

4.5.3 Periodo de utilizacao

A maioria dos estudos clinicos envolve o uso tépico de C. officinalis. Estes
estudos recomendam o uso de formas farmacéuticas a base de C. officinalis por 2
ou 3 vezes ao dia, até melhora dos sintomas.* O periodo de utilizacdo de 14 dias é
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sugerido por pelo menos um estudo clinico,” e persistindo os sintomas o médico
deve ser consultado.

4.5.4 Contraindicacoes

Calendula officinalis pode causar reacoes alérgicas em individuos sensiveis,
especialmente aqueles que ja tiveram historico de hipersensibilidade a outras
espécies da familia Asteraceae (Compositae).** Nao utilizar em criancas (abaixo de
12 anos).'"

4.5.5 Grupos de risco

Um possivel efeito uterotonico de C. officinalis,'® observado em coelhos e
porquinhos da india, combinado com o seu possivel efeito espermicida, aliado ao
fato de que nado existem estudos sobre a seguranca reprodutiva em humanos, faz
com que o uso de C. officinalis nao seja recomendado em mulheres gravidas ou
em periodo de lactacao ou ainda a criancas sem supervisao médica.®

4.5.6 Precaucoes de uso

Pacientes com hipersensibilidade a espécies da familia Asteraceae ***

4.5.7 Efeitos adversos relatados

Sensibilizacdo dérmica tem sido relatada.f). Além disso, efeito espermicida,'
antifertilidade' e uterotonico™ foram relatados. Por esta razéo o uso nao é
recomendado em mulheres gravidas ou em periodo de lactagao.

4.5.8 Interacoes medicamentosas

4.5.8.1 Interacoes medicamentosas descritas

Ndo ha informacoes sobre interacdes medicamentosas associadas ao uso de
C. officinalls.
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4.5.8.2 Interacoes medicamentosas potenciais

Ndo ha informacdes sobre interacdes medicamentosas associadas ao uso de
C. officinalls.

4.5.9 Informagoes sobre superdosagem

Nao ha relatos de intoxicacdes por superdosagem de C. officinalis na literatura
pesquisada. Plantas ricas em fendis totais, como a C. officinalis, quando usadas
em doses excessivas, podem causar irritacao da mucosa gastrica e intestinal,
provocando vémitos, cdlicas intestinais e diarreia.

4.5.9.1 Descri¢io do quadro clinico
Informacédo ndo encontrada na literatura pesquisada.

4.5.9.2 Acoes aserem tomadas

Em caso de superdosagem, suspender o uso e procurar orientacao médica de
imediato para que sejam adotadas as medidas habituais de apoio e controle das
funcgdes vitais.
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5.1 FORMAS FARMACEUTICAS / FORMULACOES
DESCRITAS NA LITERATURA

As outras formas farmacéuticas descritas na literatura para as quais estavam
disponiveis as informacdes de obtencdo e de padronizacdo estdo descritas no
Quadro 3 a sequir.

Quadro 3 - Formas farmacéuticas descritas
na literatura e método de obtencao

Forma farmacéutica
Referéncia  Tipo Método de obtencao Padronizacao

Método I: preparo por solucgéo,
com a fusao dos excipientes
a45°C, através da elevacao
da temperatura em chapa de
aquecimento e posterior adicdo | Teor de flavonoides totais (% p/p)

(145) Pomadas | e homogeneizacao do extrato para as pomadas preparadas
e antioxidante. Método II: com os extratos de C. officinalis.
preparo por suspensao, quando
0 extrato e o antioxidante
S30 SUSPensos nNo excipiente
através da incorporacao a frio.
Foi preparada uma base galénica | Caracterizacdo fisico-quimica
geleificante de caracteristica do marcador quimico rutina
hidrofilica empregando- por espectrometria na
se como polimero o regido do infravermelho (IV),
hidroxietilcelulose (Natrozol®250) | termogravimétrica (TG) e

(5) Gel comumente empregado na andlise térmica diferencial

farmacotécnica de formas
farmacéuticas semissolidas,
na qual foi incorporada a
tintura de C. officinalis L. na
concentracao de 10%.

(DTA). Determinacéo de
flavonoides totais expressos
em rutina apos permeacao
cutanea in vitro emn modelo de

biomembrana alternativo.

continua
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(146)

Gel-
-creme e
creme.

As formulacoes tépicas foram
desenvolvidas utilizando dois
agentes autoemulsionantes
diferentes e um polimero.
Formulacao | (gel-creme):

foi preparado utilizando o
agente autoemulsionante SAF
Hostacerin © e a formulacao Il
(creme), utilizando o disponivel
comercialmente cera auto
emulsionante Polawax ®, isodecil
oleato e palmitato de isopropilo
como emolientes e glicerol como
um hidratante. Formulacao

lll (gel) foi preparado usando

o polimero nao iénico de
Natrosol ® 250HHR, o 4cido
hialurénico como um hidratante
e polioxietileno (20) sorbitano e
alcool etilico como cossolvente.

O método desenvolvido foi
utilizado para quantificacéo
de rutina e narcisina nas
formulacdes tépicas e
analisadas por HPLC.

(147)

Creme

A fase oleosa foi composta de
alcool estearilico, cera de abelhas,
monooleato de sorbitano,

a0 passo que uma solucao

de sorbitol, polissorbato 80,
metilparabeno, propilparabeno,
e 4gua deionizada constituiam

a fase aquosa. Oleo de flor de
caléndula 5% foi usado como
agente de protecao solar ativo na
formulacao de creme. O creme
foi armazenado a temperatura
ambiente, em seguida foi

pesado 6leo de caléndula (5%)

e incorporado na emulsao
formada sob homogeneizacao
constante. Formulagéo toda

foi armazenada em frasco

de vidro ambar fechado.

Nao descrito.

continua




conclusao

Forma farmacéutica

Referéncia

Tipo

Método de obtencao

Padronizacao

(148)

Creme

Foram feitas cinco formulagdes
diferentes de creme, sendo
que, em uma dessa continha
extrato de caléndula, e depois
foi avaliada qual a melhor
formulacdo. Partes A,Be C
foram misturadas. A mistura
foi agitada continuamente
até a temperatura de 35°C

ser alcancada. Em seguida,
parte D (extrato de caléndula)
foi adicionada (se o creme
com extrato de caléndula

foi preparado), misturada
adequadamente e a mistura
foi arrefecida com agitacéo até
a temperatura ambiente. Os
cremes foram armazenados

a temperatura ambiente (25
+ 2°C) em recipientes de
pléstico hermeticamente
fechado e protegido da luz.

Determinacao de carotenoides e
polifendis totais, além de flavonas
e flavondis para os cremes
preparados com os extratos de

C. officinalis.

(149)

Creme

As microparticulas lipidicas
sélidas (MLS) foram obtidas
pela emulsificacdo do dleo
em &gua (o/w) empregando
a técnica de inversdo de fase.
A emulséo foi preparada por
Siverson, emulsificando a
6200 rpm. A emulséo obtida
foi resfriada a temperatura
ambiente por agitagao
magnética até a solidificacédo
das microparticulas ocorrer.

Quantificacdo de flavonoides
por HPLC, através de
construcao de curva de
calibracao e regressao linear.

(150)

Pomadas

A partir dos extratos, foram
manipuladas pomadas, cuja
formulacao teve como base
uma mistura de lanolina anidra
e vaselina solida acrescida do

antioxidante e do préprio extrato.

Foram seguidos dois protocolos
de producao: Método I: Preparo
por solucado. Método lI: Preparo

pOr suspensao.

A monografia de C. officinalis,

na 4a edicao da Farmacopeia
Brasileira (2001), descreve a
técnica espectrofotométrica para
quantificacao dos flavonoides
totais (estimados como
hiperosideos), tendo como
amostras as drogas vegetais
derivadas dessa espécie.

Fonte: Autoria propria.
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5.2 PRODUTOS REGISTRADOS NA ANVISA EEM
OUTRAS AGENCIAS REGULADORAS

Fazendo-se uma busca no site da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) na drea de medicamentos foi encontrado apenas um produto registrado
que é um creme dermatoldgico, cuja categoria é de fitoterdpico simples com
acao cicatrizante.

O extrato hidroglicélico de C. officinalis a 4% é um derivado vegetal e consta
como produto registrado na Anvisa.

No banco de dados “i-helps’, o Unico produto com registro ativo foi uma
tintura de caléndula com os dados a seguir:

Produto com Registro ativo (base de dados:“i-helps”):
Tintura de caléndula
0,2 g sol derm fr plas amb x 100 mL

Calendula officinalis L. — capitulos florais de caléndula secos e triturados 200
mgq solucao de alcool de cereais a 650 gl gsp 1 mL

No Reino Unido, por meio de consulta a base de dados EMC (Electronic
Medicines Compendium),as sequintes formulacdes registradas foram encontradas:

"Boots Alternatives Bite & Sting Relief” Esta preparacdo é indicada para o
tratamento sintomatico de picadas de insetos. Possui as seguintes tinturas:

Hypericum perforatum tincture HSE 2.4% v/v
Rumex crispus tincture HSE 2.4% v/v
Echinacea anqustifolia tincture HSE 1.2% v/v
Ledum palustre tincture HSE 2.4% v/v
Calendula officinalis tincture HSE 4.8% v/v
Arnica montana tincture HSE 1.2% v/v
Pyrethrum pale extract HSE 4.8% v/v

Outra preparacao, um creme registrado como “Boots Alternatives Calendula
Sore Skin Relief”também foi encontrada. Sua composicao inclui:

Calendula officinalis tincture 1/10, HSE 9.0% v/w

A formulacao esta indicada para o tratamento sintomatico de pele aspera
ou dolorida.



formacoes Sistematizadas da Relagcdo Nacional de
Informag Sistematizadas da Relacdo Nacional d

nais de Inter o SUS
., Asteraceae — Caléndula

5.3 EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Na Farmacopeia Brasileira (vol. 2) a forma de armazenamento e embalagem é
em recipientes de vidro ou metal, bem fechados, ao abrigo da luz e do calor?

5.4 ROTULAGEM

Nao foi encontrado na literatura pesquisada.

5.5 MONOGRAFIAS EM COMPENDIOS OFICIAIS

A Caléndula officinalis esta presente nas seguintes fontes oficiais:
Farmacopeia Brasileira (volume 2, pagina 714) ®

Farmacopeia Europeia.”™

Monografias da OMS (WHO Monographs on Selected Medicinal Plants).?
Monografias da Comission E (German Comission E Monographs).'

Monografias da ESCOP (The Scientific Foundation for Herbal Medicinal
Products).™

Monografia da Health Canada’?

Monografia da Comunidade Europeia.'?

5.6 PATENTES

O Quadro 4 a seguir mostra a lista de patentes que foi compilada a partir de
uma busca feita (em agosto de 2014) no banco de dados “Derwent Innovations
Index” (ISI, Thomsom Reuters) com a palavra-chave “Calendula officinalis” como
"Tépico”. A busca retornou 470 registros. Inicialmente uma triagem destes registros
foi realizada, e todos os registros que envolveram usos nao medicinais e associacao
de varias plantas foram removidos. Esta triagem resultou em 67 registros, que
apos leitura do resumo da patente com o mesmo critério de selecao, mencionado
anteriormente, forneceu os 43 registros aqui listados.

67



68

MINISTERIO

SAUDI

Quadro 4 - Patentes

N° Inventores Titulo Codigo da patente Referéncia
CUTAN KOSMETIK VERT (CUTA-Non-standard) CUTAN KOSMETIK Herbal medicaments for treating skin diseases - prepd. e N )
] VERTRIEBS GMBH & CO KG (CUTA-Non-standard), assignee from Calendula flowers and ointment DE3836519-A1; DE3836519-A; DE3B36519-C (154)
2| FARMEC SA (FARM-Non-standard), assignee Infection prevention and therapy composition comprises a clay, RO121404-81 (155)
Calendula officinalis oil extract, vitamins and elastin mixture
3 Nissin Shokuhin Kaisha Ltd (Nisp-C), assignee New cell adhesion inhibitor JP11236334-A (156)
Topical formulation useful for relieving pain, itching or tissue damage, or
4 KALYTA W G (KALY-Individual), assignee treating inflammation, comprises natural sources including tinctures and/or CA2627021-A1. (157)
natural extracts, e.g. Hamamelis virginiana, topical anesthetic and base patent
Extracting flowering tops of Calendula officinalis, comprises subjecting flowering
5 Baratto G, Riva E, inventors; UNIFARCO SPA (UNIF-Non-standard), assignee tops of Calendula officinalis to extraction with carbon dioxide in supercritical EP2520306-A1.. (158)
phase at specified temperature and pressure, and decreasing the pressure patent
. . Preparation of lutein by extracting Calendula officinalis extract by using
6 Bi ¥, inventor; WEIHAI TIANHONG .AGRlCTECHNOLOGY backflow extract method, filtering eluting filter fluid, collecting eluent, CN102408368-A (159)
CO LTD (WEIH-Non-standard), assignee . . . .
depressurizing and concentrating eluent, recycling ethanol, and drying patent
Bidamant F, Imfled D, Joller P Moser.H', Imfeld D, inventors; DSM.IP. ASSETS Composition comprises panthenol, an antiinflammatory plant W0O2009124971A2; WO2009124971A3;
/ BY (STAM-C) BIDAMANT F (BIDA-Individual) IMFELD D (IMFE-Individual) extract and a collagen synthesis stimulating peptide patent US2011086060-A1; JP2011516524-W (160)
JOLLER P (JOLL-Individual) MOSER H (MOSE-Individual), assignee gensy g peptigep '
. . ) Herbal anti-inflammatory preparation synthesis method - by
8 Biryuk VA, Bozhko NG, Fateeva ZM.’ mven.tors, MED.|C|NAL AGENTS extracting Calendula officinalis flower heads with 80-85%ethanol, SU1T181171-A1 (161)
CHEM TECHN RES INST (MEDI-Soviet Institute), assignee ; P ) ) )
evaporating, purifying, drying, and treating with n-butanol patent
Toothpaste composition useful for preventing gingivitis and
9 Cha YL, inventor; CHAY L (CHAY-Individual) LEE CY (LEEC-Individual), assignee. tooth decay, comprises Calendula officinalis, abrasive agent, KR2011067358-A; KR1216427-B1 (162)
wetting agent, fungicide and sweetener patent
: ) ) Composition for treating or alleviating diaper rash, comprises
10 Chae BG, Kang BY, Kim HIK, Park MJ’ INVentors; zinc oxide, polyglyceryl-two-dipolyhydroxystearate, KR2009056299-A; KR1326679-B1 (163)
Amorepacific Corp (Amor-C), assignee. ) o
allantoin and Calendula officinalis extract patent
. Chen L, inventor; SHANGHAI YANZI CHEM TECHNOLOGY Moisturizing cream comprises Calendula officinalis seed oil, sorbitan CN103520038-A (164)
CO LTD (SHAN-Non-standard), assignee. stearate, cetanol, DL-proline, humectant and water patent
Domb AJ, Wolnerman JS, inventors; AXOMEDIC Sollgl, self-bioadhesive gnd topical composmph useful for preventing qnd/or
12 : treating oral mucosal disorder e.g. oral mucositis, contains homeopathic agent EP2324821-A1 (165)
LTD (AXIO-Non-standard), assignee o C oo ) )
or combination of anti-inflammatory and solid bioadhesive carrier patent
13 Duggan A, Baratoux J, inventors; PASSION LIFE HEALTHCARE LTD (PASS-Non- zﬂrfﬁecsg:]zi?otﬁn;sgﬁsl l/r;Izgevalwat;w%ne;)];trhvrv(fjr?(iorders, WO2005120455-A1; EP1758554-A1; (166)
-standard) PASSION FOR LIFE HEALTHCARE LTD (PASS-Non-standard), assignee. ol care > g/sleep apn US2007218114-A1
skin repair comprising an active ingredient patent
Enormoto Y, Akiko E, Enomoto A, inventors; FANCL CORP (FANC- Macrophage m|grat|on |nh|b!tory factor secretpn inhibitory ageht useful as skin JP2012254955-A; KR2012137226-A;
14 Non-standard) FANCL CORP (FANC-Non-standard), assignee external preparation for treating inflammatory diseases e.g. atopic dermatitis TW201249452-A; CN102813691-A; (167)
' 9 and rheumatoid arthritis, comprises Calendula officinalis extract patent HK1177685-A0; JP5552461-B2
Absorbent article, e.g. absorbent garment including diapers
15 Erdman CL, inventor; ERDMAN C L (ERDM-Individual), assignee. for absorbing and containing body exudates, includes US2004043049-A1. (168)
adhesive comprising skin wellness ingredient patent
Erdman CL, inventor; ERDMAN C L (ERDM-Individual) PARAGON Absorbent article, e.g. diaper for absorbing extrudates, includes W0O2003041626-A; US2003093045-A1;
16 TRADE BRANDS INC (PARA-Non-standard) PARAGON TRADE selectively-permeable topsheet having treated hydrophilic WO2003041626A1; AU2002340457A1; (169)

BRANDS INC (PARA-Non-standard), assignee

zones and non-treated hydrophobic zones patent

MX2004004511-A1

continua
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N° Inventores Titulo Cddigo da patente Referéncia
Erdman CL, inventor; ERDMAN C L (ERDM-Individual) PARAGON Absorbent article e.a. diapers. comprises ton sheet material. back sheet WQO2003045142-A; US2003100877-A1;
17 | TRADE BRANDS INC (PARA-Non-standard) PARAGON TRADE orial s b t'g'ore apn 4 dhesﬁ)ve cont;mn i o et WO02003045142A1; AU2002346453A1; (170)
BRANDS INC (PARA-Non-standard), assignee ' 9 9 P MX2004005007-A1
Mask composition, useful to e.g. treat acne and rosacea,
18 | Gupta SK, inventor; GUPTA S K (GUPT-Individual), assignee. comprises biopolymer, polymer or polyvalent metal complexing US2004219124-AT1 (171)
composition; divalent/trivalent metal cation; and skin, hair or body
beneficial cosmetic/pharmaceutical composition patent
Hatinguais P, Belle R, Negol P, Delhon A, inventors; New saponin extracted from Calendula officinalis - having e i
19 Pf Medicament Sa (Fabr-C), assignee hypocholesterolaemic and hypoglycaemic activity patent. FR2574799-AT; FR2574799-A (172)
Bioactive botanical cosmetic composition for preparing cosmetic
Koganov M, inventor; INTEGRATED BOTANICAL TECHNOLOGIES LLC (INTE- formulation for inhibiting antiinflammatory activity in skin tissue e .
20 Non-standard) AKZO NOBEL SURFACE CHEM LLC (ALKU-C), assignee. of mammal, comprises membrane fraction derived from cell U52009017144-A1; U58101212-82 (173)
juice from fresh plant biomass, and stabilizer patent
Bioactive botanical cosmetic composition useful for, e.g.
Koganov M, inventor; KOGANOV M (KOGA-Individual) INTEGRATED inhibiting antiinflammatory activity in skin tissue of mammal, e i
21 BOTANICAL TECHNOLOGIES LLC (INTE-Non-standard), assignee. comprises membrane fraction derived from cell juice extracted U52003175235-A1;U57442391-82 (174)
from fresh plant biomass, and stabilizing agent patent
Topical composition useful for treating dermatoses, swelling, redness,
22 Lane EM, inventor; FAIRFIELD CLINICAL TRIALS LLC (FAIR-Non-standard), assignee. | darkness, rosacea or skin inflammation, comprises antihistamine compound, W0O2009158144-A1 (175)
antiinflammatory drug and optionally botanical medicinal agent patent
Ethanolic extract for producing phytotherapic formulation, is obtained from
23 Leal Parente LM, inventor; LEAL PARENTE L M (PARE-Individual), assignee flowers of specific plant, where quality control of botanical material was BR200706242-A2 (176)
carried out by pharmacognostic assessment of flowers of plant patent
Preparing dichloromethane fraction of ethanol extract of pulverized fiber of
24 Leal Parente LM, inventor; LEAL PARENTE L M (PARE-Individual), assignee Calendula officinalis flower for producing herbal formulation, involves adding BR200801621-A2 (177)
Calendula officinalis flowers in mixture of methanol and water patent
Producing hexane fraction of ethanol extract of pulverized fiber of Calendula
25 Leal Parente LM, inventor; LEAL PARENTE L M (PARE-Individual), assignee officinalis for producing herbal formula for stimulating wound healing, involves BR200802020-A2 (178)
dissolving ethanol extract in mixture of methanol and water patent.
Leclere J, inventor; LAB NUXE SA (NUXE-Non-standard) Use of marigold extract for the preparation of a cosmetic and/or dermatological _
2 NUXE LAB (NUXE-Non-standard), assignee. composition for topical application, to fight against signs of skin aging patent FR2902334-A1; FR2902334-B1 (179)
7 Patrick K, Jacques EJ, inventors; Bristol-Myers Squibb Co Compsn. for treatment of skin lesions - contg. a flavonoid EP648496-A; EP648496-A1; (180)
(Brim-C) Bristol-Myers Squibb Co (Brim-C), assignee. glycoside or its free sugar and a gelling agent patent CA2118200-A; JP7188031-A
Topical skin care composition useful for treatment of eczema
28 | PittE, inventor; PITT E (PITT-Individual), assignee. comprises antiinflammatory component; component which GB2485483-A (181)
stimulates regeneration of skin cells; component that reduces itch/
irritation; and component that softens or moisturizes skin patent
29 Popescu EM, inventor; NATURALIA IMPEX SRL (NATU-Non-standard), assignee. PHYTOTHERAPEUTIC REMEDY FOR THE TREATMENT OF PEPTIC ULCER patent RO123423-B1 (182)
30 Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRIS- PHYTOTHERAPY WOUND-HEALING OINTMENTS composition made ROT28599-A2 (183)
Individual) ANDRITOIU CV (ANDR-Individual), assigne.e of hydroalcoholic and oily total extracts of plant patent '
3 Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRIS- WOUND-HEALING PHYTOTHERAPY AND APIPHYTOTHERAPY OILS RO128601-A2 (184)
Individual) ANDRITOIU CV (ANDR-Individual), assignee AND TINCTURES having healing effectsRO128601A2 patent
Preparation or extraction of oil composition used for treating e.g. dermatophytes
32 Rai MK, Wankhade S, inventors; WANKHADE S (WANK-Individual), assignee Microsporum canis, by hydro distilling Asteraceae plant material with solvent IN201003395-13 (185)

to obtain essential oils/extracts, and extracting essential oils/extracts patent

continua
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N° Inventores Titulo Codigo da patente Referéncia
Pharmaceutical spray formulation used for anti-inflalnmatory
33 Rios Prieto A, inventor; RIOS PRIETO A (PRIE-Individual), assignee and analgesic action, and treating tendinitis, blunt trauma, ES2387109-AT; £52387109-B1 (186)
muscle aches, sprains, rheumatic pain and joint pain, comprises
Calendula officinalis, vitamin A and vitamin E patent
Shaul Hasson Nisis A, Nisis ASH, Shaul HNA, inventors; GYNOPHARM SA (GYNO- y | £52361459-A1, WO2009090624A2
New stable hydrophilic gel, based on a polymer for topical W02009090624A3; US2010316739-AT;
Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGLO-Non-standard) NISIS A S H (NISI- o . } . o
o application, comprises chitosan dissolved by the addition of a MX2010007902A1; CA2712527-A1;
34 Individual) GYNOPHARM SA (GYNO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA ) X ) ) ) (187)
solvent, useful for treating of skin burns, in dermabrasions in CN101977589-A; VN25479-A;
(IGLO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE 5A (IGLO-Non-standard) GYNOPHARM postpeeling and postlaser, and treating eroded skin patent ES2361459-A8; EP2452673-A2;
SA (GYNO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGLO-Non-standard), assignee JP2012515710-W: ES2361459-B1
Shoji F, Ito K, Tabata S, Sugimoto M, Ishii T, inventors; ) ) . )
35 Nissin Shokuhin Kaisha Ltd (Nisp-C), assignee. New agent for curing atopic dermatitis - contains plant extracts patent JP11199500-A (188)
Pharmaceutical composition for treating superficial injuries
Silva PEB, Botelho Silva PE, inventors; PROVETS SIMOES as wound and dermic ulcerations of e.g. canines comprises a . i
36 LAB LTDA (PROV-Non-standard), assignee vegetal extract of one of the plants selected among Calendula, W02010022485-A1; BR200B04102-A2 (189)
hemostatic agent, an optional ingredient and a vehicle patent
37 Suprun AE, inventor; SUPRUN A E (SUPR-Individual), assigne. Agent for vaginal dquche n phase of vagmal m|croﬂora'recovery following RU2486911-C1 (190)
treatment of bacterial vaginosis and vaginal thrush (vaginal yeast) patent
Composition, useful as e.g. medicament for intimate hygiene,
Tacconi E, Trivio R, Rovati LA, inventors; Rottapharm Spa comprises active substance e.g. lenitive agent, antimicrobial agent )
38 (Rott-C) Rottapharm Spa (Rott-C), assignee and/or vegetable extracts, together with xanthan gum for bio- EP2236127-AT;1T1393777°8 (191)
adhesion of the substance to skin and mucosae patent
39 | Telyatev W, inventor; TELYATEV VV (TELY-Individual), assignee Method of treatment patients with chronic nonspecific RU2121355-C1 (192)
disease of lung and respiratory ways patent
40 Timbus IV, Botar A, Turdean L, Schenker M, Irimie FD, Hydration cream based on hydrated ointment incorporates e.g. clay, Calendula RO120885-B1 (193)
inventors; FARMEC SA (FARM-Non-standard), officinalis extract and oil, vitamin E, jujube oil and glycine derivatives patent
. External preparation for treating skin diseases such as atopic dermatitis,
41 Ughara 5 Onoue s, Inomata A Takemoto H, Sasakd dry skin, inflammation and itching, comprises barrier functional JP2003063942-A (194)
|, inventors; Kose Kk (Kosj-C), assignee S N
normalization agent and antiinflammatory agent patent.
) - Herbal ointment, useful e.g. to relief symptoms related to musculoskeletal
2 Urschel MJ, Urschel TL, Moore KD, inventors; URSCHEL M J (URSC-Individual) and ioint-related conditions. comprises e.q. an herb-infused oil. water US2011212193-A1 (195)
URSCHEL T L (URSC-Individual) MOORE K D (MOOR-Individual), assignee. J :  COMPIISES €8. : Wateh
alcohol, emulsifier wax, menthol, dimethyl isosorbide and glycerin
43 Zabolotnyi VA, Emelyanov VI, Suprun OV, inventors; ZDOROVE Preparation of anti-inflammatory extract "Kaleflon™ - with dichloroethane RU2090204-C | (196)

PHARM FIRM (ZDOR-Soviet Institute), assignee

washing of the aqueous extract and n-butanol extraction of the product patent

Fonte: Autoria propria.
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redness, darkness, rosacea or skin inflammation, comprises antihistamine
compound, antiinflammatory drug and optionally botanical medicinal
agent patent WO2009158144-A1.
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Myers Squibb Co (Brim-C), assignee. Compsn. for treatment of skin lesions
- contg. a flavonoid glycoside or its free sugar and a gelling agent patent
EP648496-A; EP648496-AT; CA2118200-A; JP7188031-A.
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Pitt E, inventor PITT E (PITT-Individual), assignee. Topical skin care
composition useful for treatment of eczema comprises antiinflammatory
component; component which stimulates regeneration of skin cells;
component that reduces itch/irritation; and component that softens or
moisturizes skin patent GB2485483-A.

Popescu EM, inventor NATURALIA IMPEX SRL (NATU-Non-standard),
assignee. Phytotherapeutic remedy for the treatment of peptic ulcer patent
RO123423-B1.

. Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRIS-Individual)

ANDRITOIU CV (ANDR-Individual), assignee. Phytotherapy wound-healing
ointments composition made of hydroalcoholic and oily total extracts of
plant patent RO128599-A2.

. Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRIS-Individual)

ANDRITOIU CV (ANDR-Individual), assignee. Wound-healing phytotherapy
and apiphytotherapy oils and tinctures having healing effects RO128601A2
patent RO128601-A2.

. Rai MK, Wankhade S, inventors; WANKHADE S (WANK-Individual),

assignee. Preparation or extraction of oil composition used for treating
e.g. dermatophytes Microsporum canis, by hydro distilling Asteraceae
plant material with solvent to obtain essential oils/extracts, and extracting
essential oils/extracts patent IN201003395-13.

. Rios Prieto A, inventor RIOS PRIETO A (PRIE-Individual), assignee.

Pharmaceutical spray formulation used for anti-inflammatory and analgesic
action, and treating tendinitis, blunt trauma, muscle aches, sprains,
rheumatic pain and joint pain, comprises Calendula officinalis, vitamin A
and vitamin E patent ES2387109-A1; ES2387109-B1.

. Shaul Hasson Nisis A, Nisis ASH, Shaul HNA, inventors; GYNOPHARM SA

(GYNO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGLO-Non-standard) NISIS

A S H (NIS-Individual) assignee. New stable hydrophilic gel, based on

a polymer for topical application, comprises chitosan dissolved by the
addition of a solvent, useful for treating of skin burns, in dermabrasions

in postpeeling and postlaser, and treating eroded skin patent
ES2361459-A1; WO2009090624-A2; WO2009090624-A3; US2010316739-A1;
MX2010007902-A1; CA2712527-A1; CN101977589-A; VN25479-A,;
ES2361459-A8; EP2452673-A2; JP2012515710-W; ES2361459-B1.
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Shoji F, Ito K, Tabata S, Sugimoto M, Ishii T, inventors; Nissin Shokuhin Kaisha
Ltd (Nisp-C), assignee. New agent for curing atopic dermatitis - contains
plant extracts patent JP11199500-A.

Silva PEB, Botelho Silva PE, inventors; PROVETS SIMOES LAB LTDA (PROV-
Non-standard), assignee. Pharmaceutical composition for treating
superficial injuries as wound and dermic ulcerations of e.g. canines
comprises a vegetal extract of one of the plants selected among
Calendula, hemostatic agent, an optional ingredient and a vehicle patent
W0O2010022485-A1; BR200804102-A2.

. Suprun AE, inventor SUPRUN A E (SUPR-Individual), assignee. Agent

for vaginal douche in phase of vaginal microflora recovery following
treatment of bacterial vaginosis and vaginal thrush (vaginal yeast) patent
RU2486911-C1.

Tacconi E, Trivio R, Rovati LA, inventors; Rottapharm Spa (Rott-C)
Rottapharm Spa (Rott-C), assignee. Composition, useful as e.g. medicament
for intimate hygiene, comprises active substance e.qg. lenitive agent,
antimicrobial agent and/or vegetable extracts, together with xanthan

gum for bio-adhesion of the substance to skin and mucosae patent
EP2236127-A1;1T1393777-B.

. Telyatev VVV, inventor TELYATEV V'V (TELY-Individual), assignee. Method of

treatment patients with chronic nonspecific disease of lung and respiratory
ways patent RU2121355-C1.

. Timbus IV, Botar A, Turdean L, Schenker M, Irimie FD, inventors; FARMEC

SA (FARM-Non-standard), assignee. Hydration cream based on hydrated
ointment incorporates e.g. clay, Calendula officinalis extract and oil, vitamin
E, jujube oil and glycine derivatives patent RO120885-B1.

. Uehara S, Onoue S, Inomata A, Takemoto H, Sasaki |, inventors; Kose Kk

(Kosj-C), assignee. External preparation for treating skin diseases such as
atopic dermatitis, dry skin, inflammation and itching, comprises barrier
functional normalization agent and antiinflammatory agent patent
JP2003063942-A.
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195. Urschel MJ, Urschel TL, Moore KD, inventors; URSCHEL M J (URSC-Individual)
URSCHEL T L (URSC-Individual) MOORE K D (MOOR-Individual), assignee.
Herbal ointment, useful e.g. to relief symptoms related to musculoskeletal
and joint-related conditions, comprises e.g. an herb-infused oil, water,
alcohol, emulsifier wax, menthol, dimethyl isosorbide and glycerin patent
US2011212193-A1.

196. Zabolotnyi VA, Emelyanov VI, Suprun OV, inventors; ZDOROVE PHARM FIRM
(ZDOR-Soviet Institute), assignee. Preparation of anti-inflammatory extract
“Kaleflon™ - with dichloroethane washing of the aqueous extract and
n-butanol extraction of the product patent RU2090204-C1.
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