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1 IDENTIFICACAO

1.1NOMENCLATURA BOTANICA

Calendulaofficinalis L.

1.2 SINOMINIA BOTANICA

Calthaofficinalis (L.) Moench
CalendulaaurantiacaKotschyex Boiss.
CalendulaeriocarpaDC.
Calendulahydruntina(Fiori) Lanza
Calendulaprolifera Hort. Ex Steud.

1.3 FAMILIA

Astearacegdambém conhecida como Compositae.

1.4 FOTO DA PLANTA

Figura 1 - Flores daespécieCalendulaofficinalis 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

1.5NOMENCLATURA POPULAR

No Brasil, a espécieCalendula officinalis L. € conhecida popularmente como
caléndula, mamequer, maravilhamalme-querdosjardins, margaridadourada caléndula
do campo, caléndula do jardim, maravilhas do campo, caléndula de pdneatidlarigold
(em inglés]1, 2). Em paises da Europa, Estados Unidos, Asia é conhecida popularmente
como Atunjaq, calendula,hmese safflower, cuckim tién, djamir, djomaira, feminell,
flamenquilla, fleur de calandule, fleur de soutguf de soucifficinal, fleurs de tousles
mois, gardenmarigold, goldbloom, gldblume, gole hamishebahar, henand chickens,
Kdromvirag, lelloushamaravilla, marigold, marpud, ok-hhawan, potmarigold, garaqus,
gawghan, quagahan, ringflower, ngel bl ¢t en, sai al i lilsquc¢desci ur e
jardins, tabsoulttoukinsenka, tousslat, uchud a s p a , Xuwii zergutzerzira, zobeida,
zubaydah(3)

1.6. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Originaria dos paises daEuropa Central, Oriental e do S$Sufoi cultivada
comercialmente na América do Norte, nosddal Europa Oriental e Alemanhg). Os
egipcios, gregos, hindus e aralesultivaram e ela tem sido usada medicinalmente desde o
século XIl (2). E cultivada em toda zona temperada do mundo também como planta
ornamenta(4) (Figura 2).

k)
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Figura 2 - Mapa de distribuicdo da espéciéCalendulaofficinalis L.
Fontehttp://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&lookupid=2709695&usenonflash=1#



2. INFORMACOES BOTANICA S

2.1 PARTE UTILIZADA/ ORGAO VEGETAL

O material vegetal de interesse farmacolédgico saligokdossecos e as flores compostas

3).
2.2 DESCRICAO MACROSC®ICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Flores pequenas liguladas, amarelas, ligula laranja ou aradaedmjada, > mm de
largura e cerca de 7 mm na parte mediarder8ada no apice, falciforme, amareladarrom
a laranjamarrom, tubo com projecao do estiletestigma 2obulado; ocasionalmente com o
ovario parcialmente dobrado, marr@marelado a laranymarrom. Flores tubulares
diminutas, cerca de 5 mm de comprimento, com corola verradginanjado ou vermelho
violeta, 5lobuladas, com tubo marreamareladoou marromalaranjado, piloso na parte
inferior, na maior parte marrecamareladas, com ovario dobrado, laramgrrom(3).

2.3 DESCRICAO MICROSC®ICA DA PARTE DA PLANTA UTILIZADA

Células da epiderme interna alongadas, retangulares, com paredes retas, cuticula
levemente estriada na flor radial; estdmatos ausentes, células da epiderme exterior
semelhantes a interior, com 3 ou 4 estdbmatos anomociticos; tricomas muito numerosos no
tubo, bisseriados; célulapidérmicas do estigma com paredes poligonais, retas. Flores do
disam com células epidérmicaxteriores de paredes retas, alongadas a ligeiramente sinuosas,
sem estbmatos; tricomasbundantes na area abaixo do ponto de insercdo dos estames,
principalmente do tipo glandular, unisseriados ou bisseriados. Uma camada ds célul
isodiamétricas a alongadas, com paredes moderadamente espessadas, lignificadas e
pontoadas, na parte superior das anteras; graos de poélen esféricos, até 45 mm de diametro,
com 3 pores germinais, exina finamente granular namerosas espinhas curtasicépdo
estigma coberto por papilas bulbosas, cu3as

2.4 INFORMACOES SOBREPOSSIVEIS ESPECIES BGETAIS SIMILARES QUE
POSSAM SER UTILIZADAS COMO ADULTERANTES

Uma das espécies que mais confunde com &. officcinalis € a espécidagetes
erectal., por ser da mesnfamilia (Astearaceae) e em muitos paises sebdéan conhecida
popularmente pofiMarigoldo (Figura 3).A importancia desediferenciar as duas espécies é
para evitar equivocos na utilizacdo da planta e possiwdteracaga que as duas sdo bastante
semelhantegjuanto as atividades antioxidani@s10). A Figura 4 mostra a diferenca das
flores, caut e folhas entr@ageteserectal e Calendulaofficinalis L. A Figura S5mostra o
mapa da distbuicdo geografica da espéciageteserecta L. Com relacdo a descricao
botanica da plantaas folhas sasimples (inteiras ou lobadas, porém nado separadas em
foliolos) e com arranjo foliar alterngcom apenas uma folha por né ao longo do ¢anle



oposto ¢om duas folhas paralelas por né ao longo do raDleapitulo floral possui flores
tubulares no centro do discofleres radiais, estas frequentemente hglals, & margem do
disco, também conhecidas como flores margimastias cores sao laranja ou amafelauto

€ aquénio aristado: aristas coronadas ou reniformes (denteadas ou loBagis)ta ndo
possui espinhos. O tamanho da lamina foliar varia d8580mm e a largura do capitulo
floral, de 6 a 10mm(11).

Figura 3 - Flores da espécif agetesrecta.
https://gobotany.newenglandwild.org/species/tagetes/erecta/

Figura 4 - Flores, folhas e caule da espéciamgeteserectal..(A e C) e Calendulaofficinalis L (B e D).
Fonteshttps://gobotany.newenglandwild.org/species/calendula/officiralis/
https://gobotany.newenglandwild.org/species/tagetes/erecta/
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Figura 5 - Mapa de distribuicdo da espécidagetesrecta
Fontehttp://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&lookupid=2703314



3. INFORMACOES DE CONTR OLE DE QUALIDADE

3.1PARA A ESPECIE VEGEAL

3.1.1 Caracteres organolépticos

As caracteristicas organolépticas descritas tantean@acopeidrasileiraquanto na
monografias d&VHO incluem:odor fraco, agradavelente aromatico e sabor ama(gpl2).

3.1.2 Requisitos de pureza

3.1.2.1 Perfil de contaminantes comuns

Materiaisestranhos: & mais do que 5% das bracteas e ndo mais dpadbutros
materiais estranhds).

3.1.2.2 Cinzas tais

As cinzas totais incluerninzas fisiolégicas e nao fisiolégicas e saongemaximo
10% (3, 12). Foram encontradas duas metodologias bastante semelhantes para descrever a
determinacdo de cinzas totais em @anigue foram o da Farmacopei@$leira(13) e do
guia de controle de qudade para plantas pertenceat&/HO (14). Abaixo descrevemos
método da Farmacopeia brasileira.

Determinacdo de cinzas totais.Pesar, exatamente, cercke 3 g da amostra
pulverizadapu a quantidadespecifcada na monografia, transfepara cadinho (de siliciou
platina) previamente tarad®istribuir a amostra unifotnemente no cadinho e incinerar
aumentando, gradaamente, a temperatura até, maximo, 600 + 25 °C, até que todo o
carvaoseja elminado.Um gradiente de tempagura (30 minutos a 200 °C, @finutos a 400
°C e 90 minute a 600 °C) pode ser utilizadeesfriar em dessecador e pesar. Nos casos em
gue o carvamao puder ser eliminadotalmente, resfriar o cadinhaienedecer o residu@m
cerca de 2 mL de agua ou soluggaiurada de nitrato de ambnio. Evaporar até secura em
banhemaria e em seguidaobre chapa quente, e incineedé peso constante. Callar a
porcentagem de cinzas em relagédo a droga secg Hf).ar

3.1.2.3 Cinzas insoliveis em acido

Segundo a FarmacopeiaaBileirg as cinzas insoltveis em acidonstitueno residuo
obtido na fervura de cinzas totaie sulfatadasom &cido cloridrico diluidapos filtragem,
lavagem e incineragdo, sendo o meétodo utilizado na determinacdo de silica e constituintes
silicicos da droga13). SAo deno maximo 2%(3). A metodologiadescritaabaixo foi
transcrita da FarmacopeiaaBileira.



Determinacdo de cinzas insoliveis em acidoFerver o residuo obtido an
determinacao de cinzas totdigrante 5 minutos co@b mL de &cido cloridrico a 7¢p/v) em
cadinho cobed com vidro de relogio. Lavar wdro de relégio com 5 mide agua quente,
juntando a agude lavagem ao cadinhoeBolher oresiduo, insoluvel eracido, sobre papel
de filtro isento de cinza, lavandm com agua quente até que o filtrado se tre@seutro.
Transferir o papel de filtro contendorestuo para o cadinho originadecar ebre chapa
guente e incinerar 800 °Caté mso constante. dcular a porcentagem de cinzasolUveis
em 4cido em relacdo a droga seca da.3r

3.1.2.4Substancias extraivetsn agua

No minimo 20%(3).

Determinacdo de cinzas soluveis em agud4): Para o cadinho contendo cinzas
totais, adicionar 25 mL de agua e ferver por 5 min. Colete o material insoltvel em um cadinho
de vidro sinterizadoou em um ppel de filtro isento deinzas. Lavar com agua quente e
incinerarnum cadinho durante 15 min. a uma temperatura ndo superior a 450 °@irSubt
peso do residuo em mg geso das cinzas totais. Calcular o teor de cinzas, s®kmeagua,
em mg por g de material seco ao ar

3.1.2.5 Perda por dessecacéo

No maximo 10%3).

Método gravimétrico. Reduzir a substancia a fiéo, caso se apresente fuama de
cristais volunosos. Pesar, exatamente, calleal a 2 g e transferir para péd#aso chato
previamentedessecado durante 30 minutos nas mesoadicdes aserem empregadas na
determinacdo. Apds resfriamenton dessecador, pesar esgfiltro, tampado, contendo a
amostra. Agitar o peddtro brandamente para distrib@iramostra da manaimais uniforme
possivel, a umaltura ideal de 5 mm. Catar o pesdiltro na estufaretirar a tampa,
deixando-a também na estufa. Secaamostra (geralmente a 1@°e por um determinado
prazo(geralmente 2 horas) egpicado na monografia. Esfriaté temperatura ambiergen
dessecador. Pesar. Repetiopaacdo até peso constant®. porcentagem de perda por
dessecacao € dada pela equatiixo(13):

06

em que
Pa = peso da amostra,

Pu = peso do peddtro contendo a amostra antesddgsecacao,
Ps = peso do peddtro contendo a amostra apadessecacao.

3.1.2.6 Residuos de pesticidas

O limite maximorecomendavetle aldrinae dieldrinandoé maisdo que0,05mg/kg
Para outropesticidasé necessariconsular a Farmacopeia Europeia,diretrizes da OMS
sobremétodos de controle dpialidadeparaplantas medicinais residuos de pesticidés).



3.1.2.7Metais pesad®

Determinacdo demetais toxicos especificog\ espectrometria de absorcdo atbmica é
usada para a determinacdo damji@ade ou concentracdo de mefasads especifics. Para
iniciar o método, primeiramente, limpar todos os equipamentos de vidro e de laboratorio com
10 dL de solucdo de acido nitrieam gualivre de didxido de carbonantes do usdPara a
solucéo testepegue um frsco de digestdo e coloque a quantidade prescrita da substancia a
ser examinada (cerca de 0,5 g de droga em [5g de 6leo). Adionase 3mL de acido
nitrico, 1 mL de peroxido de hidrogénie 1 mL de &cido cloridricoFeche o frasco
hemeticamenteColocar os frascos de digestdo em forno microondas. Realizar a digestdo em
3 passos de acordo com o seguinte procedimento, para 7 fracos cada um contendo a solucéo
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 secarrefio ar e
para cada um aclbnar 4 mL de &cido sulfuricdRepetir o programa ddigestdo. Apos
arrefecimento ao ar, abrir cada frasco de digestédo e introduzir a solugdo limpida, incolor
obtida para um baldo volumétrico de 50 mL. Lave cada fracdigestdo com duas
quantidades, cada uma de 15 mL de &gua e recolher o liquido no baldo volumétrico. Adicionar
1 mL de solucéo de nitrato de magnésio a 10eglLmL desolucéo de dhidrogenofosfato de
amonio a 100 g/le diluir para 50 mL com aguRara prepar asolucdobrancq misturar 3
mL de &cido nitrico, 1 mLelperdxido de hidrogénio (30%)1mL de acido hidrocloridrico
em um frasco de digestdo. Realizar a digestdo da mesma maneira como foi feito para a
solucéao testél4).

1 Determinacdo de cadmio(Cd), cobre (Cu), ferro (Fe), chumbo (Pb), niquel (Ni) e
zinco (Zn).
Medir o contetddo de cada um deles pelo método de adigdmdd®o usando solucbes
de refer@cia de cada metal pesadd.valor da absorbancia da solugcédo branco € subtraido do
valor obtido com a solugédo teste. Os parametros instrumentais adequados estéo listados na
Tabela 1 abaix¢14).

Tabela 1- Parametros instrumentais paaalise denetais pesados.

Cd Cu Fe Ni Pb Zn

Comprimento de nm 2288 324,8 248,3 232 2835 2139
onda
Largurada fenda nm 0,5 0,5 0,2 0,2 0,5 0,5

Corrente da lampad mA 6 7 5 10 5 7
do céatodo

Temperatura de °C 800 800 800 800 800 800
ignigao

Temperatura de °C 1800 2300 2300 2500 2200 2000
atomizacao

Correcgéo de on on On on on on
background

Fluxo denitrogénio  Litros/ 3 3 3 3 3 3

min.




71 Determinacéo de arsénico (As) e mercurio (Hg).

Medir o teor de arsénico e mercurio em comparacdo com solucdes de referéncia
contendo estes elementos a uma concentracdo conhecida pela calibracdo direta, usando um
sistema de geracdo de vapor de hidreto de fluxo continuo automatizado. O valor da
absorbana da solucdo branco € automaticamente subtraido do valor obtido com a solucéo
teste(14).

Arsénico

Solucdo da amostraPara 19 mL da solugdo de ensaio ou da solugdo em branco, tal
como descrito acima, adicionar 1 mL de uma solucéo g/R@@ iodeto de potassio. Permitir
a solucdo testem repouso a temperatura ambiente durante cerca de 50 min. ou a 70°C
durante cerca de 4 min.

Reagente aciddAcido cloridrico livre de metais pesados.

Reagente redutotJma solucéo de §/L de borohidreto de sédio em uma solucéo de 5
g/L de hidréxido de sadio.

Mercurio

Solucéo da amostra&olugao teste ou solugdo branca, como descrito acima.

Reagente aciddJma solucédo de 515 g/L de acido cloridrico livre de metais pesados.

Reagenteredutor. Uma solucdo de 10 g/L de cloreto estanhoso ou borohidreto de
sodio em acido cloridrico diluido.

Os parametros instrumentaia tabela 2 podem ser usadb$).

Tabela 2- Pardmetros instrumentais para determinacéo de arsénico e mercurio.

As Hg
Comprimento de onda nm 193,7 253,7
Largura da fenda nm 0,2 0,5
Cprrente da lampada c mA 1.0 4
catodo
Taxa de fluxo dc g, 1,0 1,0
reagente acido
Taxa de fluxo dc mlmin. 1.0 1.0
reagente redutor
Taxa de fluxo da soluga mlmin. 70 7.0
amostra
Célula de absorcao Quartzo (né&o

Quartzo (aquecido;

aguecido)
Correcéo de backgrounc on on
T_axa N _de fluxo  de Litro/min. 0,1 0,1
nitrogénio
Aquecimento 800°C 100°C

3.1.2.8Identificacao

Os testes de identificacdo e doseamento n&o estdao presentes na monografia da
Caléndula na WHO (2002), portanto, estes dois testes foram retirados da Farmacopéia
brasileira, podendo sofrer adaptacfes, se neces$faia. 0 teste de identificagdo sera
utilizada a técnica de cromatografia em camada delgada, utilizandegslliGE254, com
espessura de 250 um e mistura de acido formico anidro, 4gua e acetato de etila (10:10:80)
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como fase mévelAplicar, separadamente, a placa, 20 pL da solucédo (1) e 10 phlwz#s

(2). Para preparar a solucéo (1) é necessérieer sob refluxo 1 g da droga pulverizada com

10 mL de metanol durante 10 min. e filtrBara a solucéo (2) dege dissolver 2,5 mg de

rutina, 1 mg de acido caféico e 1 mg de acido clorogénico eanoige completar o volume

para 10 mL utilizando o mesmo solvente. Desenvolver o cromatograma. Remover a placa,
deixar secar em estufa a temperatura entre 100°C e 105°C e, ainda morna, nebulizar com uma
solucéo de difenilborato de aminoetanol a 1% (p/v)neetanol, seguido de uma solugéo de
macrogol 400 a 5% (p/v) em metanol. Deixar a placa secar ao a livre por 30 minutos, depois
examinar sob luz ultravioleta (365 nm). O cromatograma obtido &@ulucdo (2), deve
apresentar no terco inferior da placa domsichas fluorescentes, uma de coloragdo marrom
amarelada (rutina) e outra de coloracdo azul clara (acido clorogéncio); e no terco superior,
uma mancha fluorescente de coloragdo azul claro (acido caféico). O cromatograma da solucao
(1) deve apresentar marctiluorescentenmarromamaréada correspondente em posicao a
mancha obtida com a rutina no cromatograma da solucao (2); manchas fluorescentes verde
amarelada e azul ¢ka, correspondentes em posicaoancha obtida com o acido clorogénico

no cromatograma daolucdo (2); manchas fluorescentes verde amarelada e laral c
correspondente em posicadmancha obtida com o acido cafeico no cromatograma da solucéo

(2) (12).

3.1.2.9Doseamento

Na literatura foram encontrados varios métodos para quantificacdo de marcadores da
Caléndula utilizando tantoCLAE (cromatografia liquida de alta eficiénciguanto
espectrofotometria de ultravioleta. Como no estudo para quantificacdo do laurato de faradiol,
miristato de faradiol g@almitato de faradiol por CLAEutilizando como padrao interno o
acetato de lupeol, pelo método de calibracdo extdrfla Em outro estudo foi realizada
quantificacdo usando CLAEom detector de arranjo de diodos acoplado a um &e8pextro
de massas (CLADAD-EM). Neste estudo faanalisadaa tintura da Calendula (6Q%/v)
onde foramguantificados7 picos (1d 7¢). Todos os constituintes Il mostraram i@ntica
absorcdo no UV com maximaoe absor¢cdo em torno de 256 e 355 nm, tigeeflavonoides.

Além disso, a presenca em todas as massas do ion em m/z 303 ou 371 indicou que os
constituintes 14&c eram derivadode quercetina ou isoramneti(féigura6). Os constituintes
quimicos identificados foma: quecertingd-O-rutinosilramnosieo (c), rutina @c),
isoramnetingd-O-rutinosilramnogieo  Bc), isoquercitrina  4c), isoramnetin3-O-
glicosilglicostdeo 6c), narcisina 6c) e isoramneting-O-glicosideo {c) (16).
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Figura 6 - Perfil cromatografico da tintura de Calendula (60% v/v)por CLAE -DAD-EM com as
atribuicdes dos compostos detectaddd.6).

Como o0 custo na aquisicdo e mangéen de um instrumento com cromatégrafo
liquido de alta eficiénci& alto para a maioria dos laboratorios, ser&riteso método da
Farmacopéia brasileira para o doseamento utilizando um espectrofotbmetro de UV para
guantificarflavonoides totais. Primeiramente devempreparar as solucdes estoque, amostra
e branco. Para preparar a solugdo estoque é necessariocgesarde 0,4 g de droga
pulverizada (800 um), e transferir para baldo de fundo redondo de 100 mL. Acrescentar 1 mL
de solucdo aquosa de metenamina a 0,5% (p/v), 20 mL de acetona e 2 mL de &cido cloridrico.
Aquecer em banhmaria sob refluxo por 30 min. Eiar a mistura em algodao para um balédo
volumétrico de 100 mL, retornar o residuo da droga e o algoddo ao mesmo baldo de fundo
redondo, adicionar 20 mL de acetona. Colocar em refluxo por 10 min. Apos resfriandento at
temperatura ambiente filtrar a solucfara o baldo volumétrico de 100 mL. Repetir a
operacdo e em seguida completar o volume do baldo 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 etila, repetiés vezes, com por¢cdes de 10 mL de acetato de etila cada vez.
Reunir as faseacetato de etila e lasas em funil de separagéo, com duas porcdes de 50 mL
de agua destiladalransferir a faseacetato de etila para baldo volumétrico de 50 mL e
completar ovolume com acetato de etila. Para preparar a solucdo amostra serdo necessarios
10 mL da solugéo estoque, adicionar 1 mL de solucao de cloreto de aluminio a 2% (p/v) em
solucdo de acido acético 5% (v/v) em metanol. Fazer uma diluicdo em baldo volunetrico d
25 mL com solucéo de acido acético 5% (v/v) em met&®@oh a solucdo branco é necessario
adicionar 10 mL da solucdo estoque em baldo volumétrico de 25 mL e completar o volume
com solucdo de acido acético a 5% (v/v) em metanol. Apos 30 minutos nabdioréncia
da solucdo amostra a 425 nm, em cubeta de 1 cm, utilizando solagéo para ajuste do
zero. Calcular a porcentagem de flavonoides totais de acordo com a expressao:

| @plt v
M B
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No qual,

A = absonancia da solucdo amostra meglida
M = massa da droga (Qg);
PD = perdgor dessecacao (% p/p).

O resultado é fornecido em porcentagem (p/p) de flavonoides totais calculados como
hiperosideo (&H20012). Realizar os calculos considerando A (1%, 1srBp0(12).

3.2.1.10Constituintes quimicos

Os constituintes majoritarios sao saponinas triterpénicad®%@ tendo como base o
acido oleanolico (ex. Calendulosideos) e flavonoidegO{Glicosideos de isoramnetina e
quercetina), incluindo astragalina, hiperosideo, isoquercitrina e rutina. Outros constituintes
incluem 6leos essenciais, sesquiterpereasdariofileno) e triterpenosek. U e - &mirinas,
lupeol e lupenona)3). Usando a técnica d€LAE foram encontrados seguintes
carotenoides! i c 0 p e n 0 -cardtend;, Bedbxardina, violaxantina e anteraxaniid.
Triterpendides, especialntenos ésterepalmitato de faradiol, miristato de faradiol e laurato
de faradiol, sédo cordgrados como sendo psincipios ativos em prepay@es de Caléndula,
utilizados para aplicacao topica contrflamacdes da pele e mucosaseaeaicatrizacdo de
feridas Foi realizado um estudo para a quantificacdo destes fafa@iehonoesteres por
meio deCLAE de fase reversa, com padronizacao intéusando cacetato de lupeqglem
diferentes partes da planta, como, flores, discos florais, bracteas e Okasstudos
demonstraram que houve uma diferenca significativa destes constituintes em diferentes partes
da planta(15). A Figura7 mostra a estrutura dd3O monoésteres dfaradiol e a Figura
mostra o cromatograma obtido neste estudo.

Figura 7 - Estutura dos monoésteres do faradiol, onde, R = lauril, miristil ou palmitil(15).
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Figura 8 - Cromatograma do extrato das flores deCalendula officinalisL. mostrando a separacaalos 3
O-monoésteres do faradiol (15).

Outro estudoenvolvendo o palmitato de faradiol e miristate faradiol foi para
investigar os efeitos da pressédo esotventena extracdo por fluido supercritico destas
substancias com dioxido de carbono em altas pressfes. Press6es maiores do que 300 bar ¢
mudancas na concentracdo de metanol2i@%0 (v/v) foramusadasa extracd@temperatura
de 50°C(18). O cromatograma obtido do extrato identificando os ésisresextraide com
fluido supercriticoesta mostradoa Figured.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos por CLAE dos ésteres & 2 do faradiol em extratos obtidos por fluido
supercritico usando uma extracdo analitica (A) e extracdo em escala piloto (B). As extragdes foram com
didxido de carbono puro por 3 h a 50°C e 500 bar. Identificagédo dos picos: 1 faradi®O-miristato e 2

faradiol-3-O-palmitato (18).
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4.0 INFORMACOES SOBRE SEGURANCA E EFICACIA

4.1 INFORMACAO DE U®S POPULARES/TRADIGDNAIS

A Calendula officinalisé utilizada na medicina popular para o tratamentafelecoes
de pele, como cortes superficiais, inflamacéo da pele e mu@)sasitemas, queimaduras,
gengivie (19), artite (3, 20), eritema(21) e como cicatrizant€3, 22). Outros usos, descritos
na medicina tradicional, mas ndo fundamentados em estudolrpecés ou clinicos, incluem
o traamento deamenorreia febre, angina, gastrite, hipotensao, ictericeumatismo e
vomitos. (3, 19). Também sdo relatados usos como antiespasmodiaforético, anti
hemorragico e emenago(gs).

4.2 PRESENCA NA NOTIFICACAO DE DROGAS VEGETAS

A resolucdo RDC 10/2010, ja revogada, inclut2aéendula officinaliscomo espécie passivel

de ser tratada como droga vegetal sujeita a notificacdo. Apresentando as mesmas informacées
em relacdo a esta espéae)nstrucdo Normativa nimero 02, de 13 de Maio de @14

inclui aCalendula officinaliscomo produto tradicional fitoterapico de registro simplificado:

Nomenclatura botanica: Calendula officinalis

Nomenclatura popular: Caléndula

Parte utilizada: Flores

Forma de utilizacaa Infusdo: 12 g (1 a2 col cha) em 15@L (xic cha)
Posologia e modo de usaAplicar compressa nage&o afetada 3 x ao dia
Via: Tépico

Usa Adultd/Infantil

AlegacdesInflamacdes e lesdes, dardes eueimaduras

4.3 ENSAIOS PRECLINICOS DESCRITOS RRA A ESPECIE CALENDULA
OFFICINALISL.

4.3.1 Ensaios toxicolégicos .

4.3 1.1 Toxicologia Aguda

A Tabela 3abaixo mostra os estudos de toxicidade aguda envolvendo extratos de
Calendula officinalisencontrados na literatura pesquisatlados os estudos envolveram a
administragcao por via oral (gavagem) de extratos obtidos das floe2soffecinalisa ratos ou
camundongos, e os estudos envolveram animais de ambos gscsex@xcecao do trabalho
conduzido por Ropashrest al.(2009)(25). Os extratos foram sempaguosos ou uma fragao
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aguosa de extrato hidroalcodlico. O estudo de Ropashre(2009)(25) apresentou como
limitacao, #&m de ter utilizado apenas ratéer utilizado uma associacao de extratos de varias
espécies vegetais, e portanto a auséncia de toxicidade nas doses investigadas ndo pode se
conclusiva. Os g@rametros monitorados envolveram desde a observacdo de alteracdes
comportamentais até parametros bioquimicos e estudos histopatologicos. Apesar da
comprovada auséncia de toxicidade dos extratos em doses de &t d&go, 0 significado
destes estudos pamauso topico de&€. officinalisndo é diretamente correlacionavel. Como o

uso deC. officinalisé majoritariamente topico, para afeccdes da pele, testes de irritabilidade
cutdnea sao claramente os mais relevantes, especialmente pearetideaespécie damilia
Asteraceaeuma familia que possui plantas com conhecida capacidade de sensibilizacao
cutaneaEntretanto os estudos relatados aqui sdo importantesigraignstram um potencial

muito baixo de toxicidade caso o uso tépico venha a resultar em absorcdo sistémica
significativa.

4.3.12 DLso

A Cooperacado Cientifica Européia para Fitoterg@i@ relata alguns estudos que
determinaram a DJ de extratos d€. officinalis A fracdo aquosa das folhas@eofficinalis
demonstou uma Dlso de 375 mg/Kg peso quando administrager via intravenosa em
camundongos, enquanto que, quando administrada por via intraperitoniah foiDde 580
mg/ Kg peso. Ja a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico (extraido com etanol a 30%, e
com uma razdo droga vegetal:liquido extrator de adbpinistrado por via subcuténea foi
relatada como sendo de 45 mg em camundongos esa delste mesmo extrato para
administracao por via intravenosa foi de 526 t@fig em ratos. Um extrato glicélico (2:1) de
Calendula officinalisadministrado a 10 mLKg por via subcutdnea em camundongos nao
demonstrou sinais de toxicidade.

4.31.3 Toxicidadede Doses Repetidas

Estudos de doses repetidas de extrato€.defficinalis variaram de uma duracao de
tratamento d&0 dias (para avaliacdo da toxicidade reprodutiva) a até 90 dias em um Unico
estudo. Todos os estudos encontrados na literatura avaliaram a aianuéstracdo oral
(gavagem). As alteracdes encontradas com maior frequéncia apés a administracdo de doses
repetidas do extratdoram modificacbes no perfil bioquimico e elevacbes das enzimas
hepaticas(Tabela 4) Assim, em um estud{?7) que avaliou a toxicidade de um extrato
aquoso das flores dealendula officinalisadministrado aatos Wistamas doses dg0, 250 e
1000 mgKg, verificouse auséncia de toxicidade aguda, mas no estudo subcrdnico varios
parametros hematoldgicos foram afetados, tais como a taxa de hemogishidaitos,
leucdcitos e a coagulacdo sanguinea. As enzimas ALT (alanina aminotransferase) e AST
(asmrtato aminotransferase) e a fosfatase alcalina também sofreram alteragbes e os exames
histopatoldgicos hepaticos demonstraram anormalidades no parénquima do figado
consistentes com as alteracdes bioquimicas observddaandlise do grupo satélite
demonstou que a maioria destas alteragdes foram reversiveis e 0s autores concluem que o
potencial téxico da Calendula ap6s administracdo de doses repetidas &ivadudro estudo
(28) que avaliou o efeito da administracdo diaria duranéeranas, por via oral, da fracao
solavel em &gua do extrato etanolico das flore€ defficinalisnos pardmetros bioquimicos
de ratos Wistar machos, utilizando doses de 0,1; 0,3 e 1,0 g/Kg, também foram observadas
alteracdes bioquimicas em relacdo aopgrweontrole como nas taxas dereatinina,na
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glicemia, proteinas totais e albuminadém de alteracbes no numero de neutrofilos e
linfécitos, mas todas estas alteragBes se deram dentro dos limites da normalidade para estes
parametrosUma baixa toxicidagl para o extrato hidroalcodlico das floresGleofficinalis

também foi observada em estu@®) com a administracdo diaria por 30 dias (via oral) em
ratas Wistar. As alteracbes mais significativas relatadas foram um aume2dg2@e para

uréia na maior dose estada e aumenitbe 62,3;30,2 e 44,4%, para ALTas doses de 0,25;

0,5 e 1,0 mg/Kgespectivamentdeste mesmo padréo de toxicidade foi observado em estudo
(30) que avaliou a adminisitragdo por via oral de extrato hidralcodlico nas doses de 0,025;
0,25; 0,5; e 1,0g/Kg diariamente por 30 dias em ratos Wistar machos. No estudo, os
parametros hematologicos se mantiveram dentro da normalidade, e também os parametros
bioquimicos, exceto pelo aumento doependente de nitrogénio/uréia sanguineos, além da
creatinina e alanina aminotransferase. No estudo histologico, sinais de inflamacéo leve foram
observados. Tomados em conjunto, a toxicidade de doses repetighdsads das flores de
Calendula officinalispode ser considerada baixa, mas cautela devee)smcitada na
administracdo oral por periodos prolongados, especialmente em individuos com problemas
hepaticos, renais ou hematoldgicos.



Espécie A . Lo
. . Frequ. P , Parametros | Periodo de | Valor Resultado | Limita¢des do
REF. | Via Dose e tipo de extrato . animal/Namero ~
Admin.. o observados | observacéo| DLso Observado | Estudo
de animais
mudancas
comportamentais nenhuma
2 g/Kg peso corporal; extratmuoso (3:1) ) e sinais de alteracgao foi .
22 oral seco por spray dryer. Extrato padronizado dose Unica Ratos W|Staf’ 3 toxicidade e 14 dias N.D. relatada durantg "o er 0 PedUeno d
(gavagem) : machos e 3 fémeayg . animais
quercetina. exame o periodo de
macroscopico de observacéo
orgéos e tecidog
parametros
comportamentais nenhuma numero pequeno d
5g/ Kg peso corporal. Tratamento foi con bioquimicos, | 30 foi Ped
oral uma associagao de extratos aquosos d d o Ratos Sprague hematolégicos, 14 di N.D ?terdagz:\jo ol T ammalsf .
23 (gavagem)| diferentes espécieMpmordica charantia, C 0se unica Dawley, 6fémeas peso corporal, 1as " relata a urantg 'a‘ame'?‘oﬁ' con
L - o o periodo de associagao de
officinalis e Cassia tora. peso 6rgéos, e =
observacéo extatos.
exame
histopatolégico.
Ratos Wistar e nenhuma
oral 0.625; 1,25; 2,5 e 5,0 g/ Kg peso corpora Camund. Swiss. 10 sinais gerais de maioraue 5 o/ alteracgao foi
772 Extrato hidroalcodlico (70%), seco e dose Unica . ' toxicidade e 14 dias q 9 relatada duranty  N&o descrito
(gavagem) . . p por grupo, machos . Kg peso ;
redissolvido em agua. fo mortalidade o periodo de
émeas ~
observacéo

Quadro 1 -. Estudos de toxicidade aguda d€alendula officinalisencontrados na literatura pesquisada.
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REF

Via

Dose e tipo de extrato

Frequ.
Admin.

Espécieanimal/Nimero de
animais

Parametros observados

Periodo de
observacéo

Resultado
Observado

22

Oral (gavagem)

Extrato aquoso das flores,
padronizado em quercetina
Grupos de amimais e doses

animais controle, 50
mg/Kg/dia; 250 mg/Kg/dia e
1000 mg/Kg/dia grupo
satélite na dose de 1000
mg/Kg/dia

diaria durante 90
dias

Ratos Wistar. 50 animais machos e
fémeas alocados aleatoriamente em
grupos de 10 animais

hematécrito, hemoglobina,
contagem de hemacias e
leucécitos, tempo de
coagulagéo, glicose, coleste
total, uréia, ALT, AST,
histologia e peso de érgédos
selecionados

90 dias

aumentma contagem de
leucdcitos totais em fémeas
(28 dias de tto), e contagerm
diferencial de leucécitos em
fémeas e machos no grupo
1000 mg/Kg/dia, aumento d
neutréfilos e diminuigdo de
linfocitos no grupo de 100
mg/Kg/dia. Diminuicdo de
hemoglobina em fénas nas
doses de 250 e
1000mg/Kg/dia. Eritrécitos e
leucécitos tanto em machos
fémeas aumentados de
maneira doselependente,
tempo de coagulagéo
aumentado, em machos na|
doses de 250 e 1000
mg/Kg/dia. Concentrac¢ao dé
hemoglobina corpuscular
média diminuid em fémeas
nas concentracdes de 250
1000 mg/Kg/dia. Aumento
nos eritrcitos e diminuigao
de hemoglobina nédo foram
reversiveis. Aumento no pes
cardiaco no grupo de dose|
mais baixa, mas ndo no grug
ttdo com dose média e alta
Algumas alteracbes
histolégcas hepaticas

Quadro 2 - Estudos de toxicidade de doses repetidas Galendula officinalisencontrados na literatura pesquisada.
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137

oral (gavagem)

0,1; 0,3; e 1,09/ Kg peso dg
extrato etandlico (etanol a
96°) das flores dissolvido en
agua

diariamentepor 4
semanas

Ratos Wistar10 animais machos/gruy

160-190 g (2 meses)

evolugao ponderal, parametro
hematolégicos (hemograma
completo), bioquimicos (funca
hepética, com dosagem de
fosfatase alcalina ), alanina
aminotransferaseAST -,
proteinas totaie
albumina ). A funcéo renal foi
avaliada por meio da dosager
da uréia e creatinina. També
foram avaliados a concentraga
sérica do colesterol ,
trigliceridios e glicemia.

30 dias

Diferenca significativa, mas
dentro dos valores de
referéncia quanto aos
parametros creatinina,

glicemia, proteinas totais e

albuminas em relacéo ao
controle. O tratamento com
Extrato etandlico de

Calendula a 1 g/kg diminuiu

significativamente o nimero

de linfocitos e aumentou
significativamente o nimero
de neutréfilos em reldp ao
grupo controle, mas dentro
dos limites de normalidade

334

Oral (gavagem)

0,25; 0,5 e 1g/Kg de peso df
Extrato hidroalcodlico das
flores.

diariamente por 30
dias consecutivos.

40 ratas Wistar, 3 meses de vida

Sinais clinicos de toxicidade,
massaorporal e consumo de
agua e racdo. Parametros
hematolégicos e bioquimicos

30 dias

Os resultados mostram que
durante o periodo do
tratamento n&o se observo
sinais de toxicidade ou mort¢
Os parametros bioquimicos
hematolégicos, assim como
massa dos @aos nédo foram
modificados pela
administracéo subcronica d
EHA, excetuandse aumento
significativo de 24,2% para
uréia na maior dose estudad
e aumento, respectivamente
de 62,3, 30,2 e 44,4%, parg
ALT. Na hematologia,
registrouse flutuacéo dentro
dos \alores de referéncia ng
contagem diferencial de
neutréfilos, linfécitos e

monacitos.

Cont. Quadro 2 - Estudos de toxicidade de doses repetidas Galendula officinalisencontrados na literatura pesquisada.
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631

Oral (gavagem)

extratohidroalcodlico (70%
alcool) das flores, dissolvidg
em &gua para concentragao
350-450 mg/ mL (possuindo
>0,4% flavondides totais,
Farmacopéia Brasileira). A
dose administrada foi de 0,2}
0,5 e 1,0 g/Kg/dia por 60 dia
para toxicidade reprodutiva
em mahos e 19 dias para
toxicidade fetal em fémeas

diariamente por 60
dias (machos) e 2(
dias (fémeas)

4 grupos de ratos machos foram
aleatoriamente alocados e extrato
administrado diariamente. Ganho
ponderal e sinais de toxicidade gerg
foram observados diarmente. Do dia
53 ao 60 os animais foram colocadg
com fémeas para acasalamento e v
parametros de toxicidade reprodutiv
foram avaliados. Para o edb de
toxicidade fetal, as fémeas foram
acasaladas e tratadas com o extrato|
C. officinalisnas dosg citadas nas 3
fases do desenvolvimento fetal
(preimplantagéo, do dia 1 ao 6,
organogénese ,dodia7 al4, e
crescimento fetal, 15 a 19) e
parametros de toxicidade geral e fet
observados.

estudo de toxicidade
reprodutiva (machos):
toxicidade geral, nmtalidade,
namero de nascidos/fémea,
indice de fertilidade, indice de
viabilidade, indice de lactagao
e ganho ponderal nos nascido
peso e exame histologico dos
6rgéos do aparelho reproduto
Para o estudo com as fémea:
foram observados sinais de
toxicidade geral e ganho
ponderal durante a gravidez,
numero de sitios de implantacé
e reabsorcdo, nimero de
neonatos vivos e mortos, pes
da placerd e indices de perda
pré e pésimplantacao.

60 dias para os
machos e 19 dias
para as fémeas

N&o foram obervados sinais
de toxicidade reprodutiva en|
ratos machos com doses d
até 1g/Kg/dia. No estudo de
toxicidade em fémeas,
observouse reducéo ponders
apenas com o grupo tratad
com a dose mais elevada
(1g/Kg/dia) durante fase fina
da gravidez (20 dias)ir&is
de toxicidade maternauo
fetal ndo foram observados
faseinicial da gravidez

772

Oral (gavagem)

extrato hidroalcodlico (70%
alcool) das flores, dissolvidg
em agua para concentragao
350-450 mg/ mL foi
administrado nas doses
0.025,0.25,0.5€e
1.0 g/kg/dia.

diariamente por 30
dias

ratos Wistar machos 31310 g (idade
nao especificadam 5 grupos foram
alocados aleatiamente (1 grupo
controle e 4 grupos teste). Ganho
ponderal, sinais de toxicidade dem
mortalidade eram observados
diariamente. Ao fim do tratamento,
estudo hematolégico e morfolégico
(histopatoldgico) foram conduzidos

eritrécitos, leucécitos,
hemoglobina, hematécrito,
plaquetas , volume corpusculg
médio, hemoglobina
corpuscular média,
concentragdo hemoglobina
corpusculamédia, glicose,
uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase, alanina
aminotransferase, colesterol
total, triglicerideos, fosfatase
alcalina, bilirrubina total e
direta, proteinas totais,
albumina e globulina

30 dias

A administragdo oral do
extrato em dass de até
1g/Kg/dia n&o levou a sinaig
de toxicidade. Os parametro
hematolégicos se mantivera
dentro da normalidade para
grupo controle e para os
grupos teste. Quase todos ¢
paréametros bioquimicos
comportararrse da mesma
maneira, com excecao de u
aunento dosalependente do
nitrogénio/ uréia sanguineo
bem como de creatinina e
alanina aminotransferasélo
estudo histolégico, sinais de
inflamac&o leve hepética.

Cont. Quadro 2 - Estudos de toxicidade de doses repetidas Galendula officinalisencontrados na literatura pesquisada.
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4.31.4 Toxicidade Reprodutiva

Estudosrelacionados a toxicidade reprodutiva de extratos ou outras preparacoes
a base de&alendula officinalissdo escassos na literatukém estudo prelinico (31)
envolvendo um extrato hidroalcodlico das flores @e officinalis (etanol a 70%,
padronizado em flavomdes totais) administrado por gavagem a ratos Wistar machos e
fémeas diariamente por 60 dias nas doses de 0,85;e 1,0 mg/Kg, avaliou a
toxicidade reprodutiva através do acasalamento de ratos machos tratados e fémeas néo
tratadas entre os dias 53 e 60 de tratamexto.mesmo estudo, em um segundo
protocolo, grupos de ratas gravidas foram tratadas por viar@slmesmas doses
descritas acima, entre os dias 1 a 6i¢uker de prémplantacédo), 7 a 14 (periodo de
organogénese) ou 15 a 19 (periodo fetal) de gravhez2(® dia, os animais foram
sacrificados para avaliacdo dos parametros maternos e @tssudo demonstrou que
o tratamento com o extrato ndo afetou os parametros reprodutivos masculinos, tais
como numero de crias/fémemdice de viabilidade e indice de lactacdo. O estudo
também n&o encontrou sinais de toxicidade nos periodos dengedtacdo e
organogénese fetal. O Unico parametro que sofreu alteracao foi o peso corporal materno
durante o periodo fetal, que foi diminuide<,05) no grupo tratado na dose de 1
mg/Kg, em relacdo a animais do grupo controle.

4.31.5 Estudos de Mutageniade e Genotoxicidade

Na literatura pesquisada, alguns estudos foram encontrados relativos a ensaios
de genotoxicidade envolvendo extratos@iendula officinalis tanto com o foco em
seu uso como insumo para medicamentos fitoterapicos quanto em seemuso
preparacdes cosméticaBm um ensaio para avaliar a atividade genotdoxica de um
extrato hidroalcodlico das flores @alendula officinaligresiduo seco de 101 mgl,
em 60% 4alcool, v/v), Ramoset al. (1998) (32) relatam atividade genotoxica
concentracaalependente do edio em concentracfes variande 50 a 5000ny
sélidos/placaNao foi observado aumento dos reversores de genadtipo no teste de Ames
para as 4 cepas bacterianas utilizadas (com ou sem ativacdo metabdlica) na faixa de
concentracdes utilizadas {8D00 ny solidos/plach Evidéncia degenotoxicidad€oi
observada comam modelo que utiliza o fungéspergillus nidulangm concentracdes
mais elevadas(0,1 a 1,0 mg/mL), na forma de permutacdo @esagregacao
cromossOmicas. Este efeito fafribuico pelos autoreao componentealendina, uma
terpenelactona presente na frac@twroférmica, com base em resultados preliminares
de um fracionamento biomonitorado do extrato hidroalcodlico. Em um outro estudo,
conduzido por PéreZarrednet al. (2002) (33), o objetivo foi investigar o efeito
genotoxico e antigenotoxico de extratosCleofficindis (incluindo os extratos aquoso,
hidroalcodlico, etandlico e cloroférmico das flores) em um modelo de cultura de células
hepaticas de rato tratadas com dietilnitrosamina. X@stes aquoso, hidroalcodlico,
etandlico e cloroférmicdoram dissolvidos deofma a ajustar a sua concentracdo para
225 ng de solidos/ mL solventeOs extratos foram dissolvidos em salina (extrato
aquoso e hidroalcodlico) ou DMSO (extrato etandlico e cloroformeEogntao
adicionados &ultura de hepatocito€omo medida da sinteséo programada de DNA
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(flunscheduled DNA synthesjs a incorporacao de timidina tritiada foi medida com um
contador de cintilagcAdComo resultado, os autores descrevem guextratos etanolico
e cloroférmico ndo sédo genotoxicos em concentracbes de at@cbfigramas/mL e
protegem parcialmente as células hepaticas da sintese de DNA induzida por
dietilnitrosamina. O extrato aquoso oidioalcodlico em concentracdes da ordeen
ng/ mL protegem completamente as células hepafiease asintese de DNA induda
por dietilnitrosamina, magm concentragdes trés ordens de magnitude maior séo
genotoxicasEm um outro estudo que teve como obijetivo testar o efeito protetor do
extrato glidlico das gtalas e do botéo floral d&. officinalis Frankic T et al. (2005)
(34) avaliaram o efeito de extratos de caléndidare dano oxidativo e dano ao DNA
induzido por ingestdo elevada de acidos graxos poliinsaturédosetodologia d
estudo envolveu animais (porcadpcados aleatoriamengn 5 grupos experimentais.
O primeiro grupo (controle) foi alimentado com uma dieta baixa em &s\diss
antioxidantes com 10% de sua energia oriunda de gorduras. Nos outros quatro grupos
expermentais uma quantidade apriada de oOleo de linhaca foiiliwada de forma a
elevar a proporcéo 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 supimentada com o extrato glicélico @e officinalis Um deles com 3
mL/dia do extrato glicélico das pétalas e o outro com L3dim dos botbdes florais
completos. O quinto grupo recebeu como suplemento em sua Xétang/kg de
vitamina E como comparadorOs seguintes parametros foram medidestado
antioxidante total, ensaio cometa, determinacdo de malondial(idd), dano ao
DNA nuclear em linfécitos, isoprostanos urinarios, diot@ peroxidase de eritrocitos
Como resultado, extrato 1 deC. offidnalis (extrato das pétalas) protegeu de forma
efetiva os animais do dano oxidativo ao DNA.tratamento levou ama tendéncia
numeérica em direcdo a reducdo da concentracdo plasmattiaAle de isoprostanos (
iPF2) urinarios. O seu efeito foi comparaaelda Vitamina E. O extrato do botéo floral
demonstrou um potencial antioxidante meqguanto ao dano ao DNA, a dieta rica em
acidos graxos poliinsaturados induziu dano oxidativo ao DNA em linfécitos do sangue
periférico. Ambos os extratos foram capazeseatiuzir o dano oxidativo, com poténcia
comparavel a 100ng/Kg de Vitamina E. O extrato glicolico das pétalas também foi
capaz de reduzir a excrecdo urinaria déidBdxi-desoxi guanosina {OHAG),
indicando reducao do dano ao DNAM outro estudo com sapinas isoladas diores
secas de&. officinalise outras espécies foi conduzido por Dumenil et al., (1E8H))
Neste estudo, as saponinas testadas nao exibir@mc@dtmutagénico em doses de 80
200 ng/tubo. As sapminas (em doses de até 4@§ftubo), também ndo foram capazes
de reveter o fenétipo de linhagensSiayphimurium

Mais recentemente, um estudo de Le&ffal. (36) avaliou o efeito mutagénico e
genotoxicoapos 2 semanas de tratamento por via oralednates etandlicq250 e 500
mg/ Kg) e aquosd90 mg/Kg) deC. officinalisem amostras de sangue e medula 6ssea
de camundongos CE Nenhum efeito genotdxico ou mutagénico foi observado com os
extratos apds 2 semanas de tratamento conforme analisado pelccensstm e ensaio
de micronicleo. Os extratos demonstraram um efeito -@etmotoxico nas doses
avaliadas em modelo de dano ao DNA induzido petamosulfonato de metila (MMS)
segundo evidenciado p@& ensaio cometa, enquanto que apenas O extrato aquoso
demorstrou efeito antgenotoxico.segundaevidenciado pelensaio de micronucleo.
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4.31.6 Sensibilizacdo Dérmica

Apesar de varias espécies da familia Asteraceae (Compositae) serem
reconhecidas como capazes de causar reacdes de hipersensibilidade tardia, este efeito
tem sido relativamente raro com extratos@hdendula officinalis(3, 37). Casos de
sensibilizacdo dérmica de baixa intensidade foram relatados anteriorf@8ntélo
estudo de Reidest al (748), 443 pacientes foram testados ndo apenas com a mistura
padéo para a familia Compositae (Asteraceae), mas tandeémuma mistura de
sesquiterpenolactonas, Arnica, Calendula e propolis. Os testes de oclusdo foram
aplicados através de camaras Fioom fita Scanpétnas costas dos pacientes gois
dias e a leitura foi realizada 15 minutos e um dia apdés o términcerdodp de
exposicdo. Os resultados demonstraram que do total de 443 pacientagagirama
Calendula (2,03%). A positividade com a mistura padrdo para Compositae foi de 18
pacientes (4,06%). Dos pacientes que responderam positivamente a exposicdo com
extrato de Calendula, apenas 4 também reagiram positivamente a mistura padréo para
Compositae, ou seja, 5 pacientes que sofreram sensibilizacdo dérmica ao extrato de
Calendula officinalisndo reagiram positivamente a mistura padrao para Compositae, e
0S aubres sugerem que a frequéncia relativamente baixa de reagfes a extf@atos de
officinalis pode ser devido ao uso generalizado da mistura padréo para Compositae, ao
invés de extratos especificos @e officinalis nos testes de sensibilidade dérmica. Em
uma revisdo sobre o uso de extratos @Galendula officinalisem preparactes
cosméticas,(39), varios testessubmetidos pela&Cosmetic, Toiletry and Fragrance
Association mas ndao publicados todos envolvendo extratos d€. officinalis
incorporados em produtos cosmeéticos deram resultado negativenermios de
sensibilizacdo dérmica.

4.31.7Irritacdo Cutanea

Nao foram encontradas referéncias originaisrsaios de irritacdo dérmica na
literatura pesquisada, exceomanto a uma revisdo do uso de extratodkendula
officinalis em preparacfes cosméticéd9). Neste artigo, osautores citam alguns
estudos de irritagdo cutdnea submetidos petsmetic, Toiletry and Fragrance
Association mas nado publicados que demonstram baixo potencial de irritacdo cutanea
de extratos d€. officinalis Assim, um teste de oclusdo envolvendoagtaquoso de
C. officinalaisa 10%, realizado em nove coelhos, o indice primario de irritacdo dérmica
foi de 0,0. Um creme ocular contendo extrato@eofficinalaistambém foi testado
guanto ao potencial de irritacdo dérmico e ndo se mostrou irritalé®. disso, um
extrato deCalendula officinalis(1%i 5%), 6leo de soja (>50%), e tocoferol (<0.1%),
testado em parafin&uida a 10% né&o produziu irritacdo em coelhos no tediralee
Em outro teste envolvendo extrato @alendula butileno glicol e agua, no qual a
mistura (0,5 mL) foi aplicada na pelmtacta e escoriada de seis coelhos albigos,
foram avaliados 4, 24 e 48 horas depois do insudimais de um eritema leve apés 4
horasforam observado€sta mesma mistura, agdida por 19 vezes na pele de cobaias
durante um periodo dpiatrosemanas ndo demonstrou sinais de eritema ou edema.
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4.31.8 Irritacdo Ocular

N&o foram encontrados estudosginais envolvendo o potencial de irritacdo
ocularde extratos da espéadia literatura pesquisada. Entretanto, um artigo de revisao
sobreo uso de extratos de. officinalisem preparacdes cosméti¢&9) cita resultados
ndo publicados de testes detacdo ocular submetidos por associacdes da industria de
cosmeéticosEm um destes testes, o potencial de irritacdo ocular de um extrato aquoso a
10% deC. officinalis foi avaliado em seis coelhos. O produto foi instilado no saco
conjuntival de cada anirha os olhos néo foram lavados. O extrato produziu irritacdo
minima. Em outro estudo, o potencial de irritacdo ocular de um creme para os olhos
contendo 1% de extrato foi avaliado, tendo demonstrado nao ser irritante nas condicoes
testadas. Produtos contlen de 15% de extrato deC. officinalis 6leo de soja
(compreendendo mais de 50% da formulacdo) e tocoferol (menos de 0,1% da
formulacédo), veiculado em parafina liquida a 10% n&o demonstrou potencial de irritacao
em um teste de Draize em olhos de coelbwsa reacdo conjuntival foi observada em
um coelho albino, de um total de seis testados, com exposi¢cdo a 0,1 mL de uma mistura
de extrato d€. officinalis butileno glicol e 4gua (proporcdes néo especificadas).

4.32 Ensaios farmacolégicos pré&linicos

4.32.1 Atividade Cicatrizante indutora da vascularizacao

Como o uso principal de extratos @alendula officinalisocorre por via topica,
para afeccbes da pele e como auxiliar na cicatrizacéo, esta atividade é relativamente
bem caracterizada do ponte dista préclinico em varios estudos, taritovitro quanto
in vivo.Em um destes estud®$0), o efeito do extrato hexam deC. officinalissobre a
proliferacéo de fibroblastos foi estudadovitro, utilizando um ensaio com fibroblastos
de camundongos albinos Swiss 3%8ndo estesultivados em placas de 96 pocos, sob
laminulas, até a confluéncia de uma monocamada eegmida com o auxilio da
ponteira de uma micropipeta, uma banda retangular desta monocamada era raspada da
laminula (scratch assay Apos a raspagem, a migracdo de fibroblastos para a area
raspada foi estudada com o auxilio de microscopia Optica de flaéncésce o numero
de células que proliferavam na area raspada pbéde ser quantificado. Utilizando este
ensaio, 0s autores demonstraram que o efeito em aumentar a proliferacao de fibroblastos
dos extratos hexanico e etandlico (10g material veddiaimL solvente extrator) d€.
officinalis, presentes em uma concentracao de 10nighos pocos, foi de 64,3 e 74,5%
respectivamente em relacdo ao tratamento com controle (0,25% de DMSOQO). Os autores
também demonstraram que duas substancias isoladas, presentes nos ex{tatos de
officinalis, o palmitato de faradiol e o miristato de famhddois ésteres triterpénicos)
guando em uma concentracdo de 50mb/possuenefeito estimulante d proliferacéo
com poténcia similar a dos extratos testados, o que demonstra que participam do efeito
estimulante observado para os extratos, mas que Daossa@nicos constituias com
esta acao. Outro estuddl), desta vez utilizando fibroblastos gengivais humanos,
confirmou a capacidade proliferativa do extrato etandlico (50%)Cd&ndula
officinalis, que promoveu efeito prolifar@o nas concentragbes de 500 e 750 mb/
apos 12 horas de tratamento, embora a tintur& asficinalis a 20% neste mesmo
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estudo tenha inibido a proliferacdo dos fibroblastos. ExtratdSatendula officinalis
também séo capazes de aumentar a revascularizacdo, um efeito que pode contribuir para
a atividade cicatrizante atribuida a espécie. Neste sentido, o efeito de extrato aquoso
(3%) das flores d€. officinalissobre a nevascularizacéo foi estudad®?) utilizando

0 ensaio da membrana corioalantéica de galinha, que consiste em colocar o extrato em
contato conma membrana corioalantdica (CAM) através de um orificio nos ovos e apos
um tempo de contato paeterminado avaliar a vascularizagao por microscopia ou outra
técnica apropriada. No estudms ovos férteis de galinha foram incubados a 37 ° C
durante trés dis,e em seguidaum orificio foi aberto @ casca do ov® que permitiu o
colapso das membrand3s ovos foranentdofechados confita adesivee devolvids a
incubadora até 10 dias de ida@eextrato aquoso liofilizadde Calendula officinalis

foi colocad sobre a superficie da CAM utilizando uma espatula esterilizadaanto

que lactoseserviu como controleOs ovos foram selados e incubados durajoiztro

dias. ApGs este periodprocedetse a avaliacdo "cefaas membranas para avaliar a
atividade agiogénica, através 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 efeitfoi associado a deposicdo de acido hialurénico, observada nas
membranas tratadas, mas nao nas membranas controle. Outro 4340
envolvendo a mesma metodologia para avaliacdo da angiogénese, otesttnato
etandlico (a 1%) e as fracBes hexanicas (1%) e diclorometano (1%) do extrato etandlico.
Tanto o extrato etandlico, quanto suas fracées foram eficazes em aumentar o niamero de
vasos da membrana corioalantdica em relacdo ao tratamento controfedissd, o

extrato etandlico (1%) também foi capaz de reduzir o tempo de cicatrizacdo de feridas
cirrgicas cutaneas em ratos, com menor deposi¢do de fibrina e menor hiperemia no
grupo tratado, em relacdo ao controle, efeito este confirmadosamoeantaor
também em rato@8). Em outro estudo, o extrato aquosoQeofficinalis (49) nao foi

capaz de promover uma cicatrizacdo melhor do que o grupo controle ndo tratado em
modelo de cicatrizagdo de feridas em ratos Wistar. O efeito cicatrizante do extrato
etandlico das flores d€. officinalis foi testado também em queimadsrtérmicas
induzidas em ratoé0). Os animais tratados com o extrg&®, 100 ou 200 mg/Kg)
mostraram uma melhoria sigiitiva na cura quando comparado com 0sS animais
controle, ndo tratados. Os indicadores cieatrizacdo da ferida, tais como a
hidroxiprolina associada ao colagene, conteudo de hexosamina aumentaram
significativamente no grup tratado, indicando a cicatrizagdo acelerada em animais
tratados. As proteinas de fase agubtaptoglobinae orosomucidle, que foram
aumentadas devido alesdo por queimadura tiveram sua concentracao
significativamente diminuida eanimais tratados com «teato na dose de 200 nkg/

de mso corporalO mecanismo de defesa antioxidante, que foi diminod figado
durante o ferimento de queimadura, feélhoradonos animais tratados. A peroxidacao
lipidica foi significativamente reduzdno grupo tratadoquando comparado com
animaiscontrole Marcadores de danos teciduais coasenzimas fosfatase alcalina,
alanina e aspartato transaminases foram significativamente reslumdo grupos
tratados de um modo dependente da dBse.um modelo animasemelhantg51),
utilizando ratos, o efeito cicatrizante de um gel a base de extrato etandlico das flores de
C. dficinalis (5, 7 ou 10%) foi avaliado em um experimento envolvereksenta e

cinco ratos machos adultos divididos aleatoriamente em trés grupos (controle, placebo e
grupo de tratamento). Sob condi¢Bes estéueisretalho d& x 2 cm de pele deegido

cewical foi retirado em cada animaD gupo tratadoreceb@ uma aplicacdo topica

diaria de 5%, 7% e 10% dgel de C. officinalis O grupo placebo recebeuma
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apicacdo toépica diaria da base dml, e o grupocontrole ndo recebeu nenhum
tratamento durante estudo Quatorze, 21, e 45 diagp0s a cirurgiaos ratos foram
sacrificados bidpsiasforam retirada do local das incisfes iniciais e foram coletadas
amostras para investigacdo bioquimi{¢amo resultado, o grupo tratado comogela 7 e
10% tiveram, no Zldia apds a incisdo inicial, conteudo de colageno e hidroxiprolina,
maiores do que o grupo controle. Uma combinacdo de extratos hidroalcodlicos de
Plantago majore C. officinalisfoi incorporada(52) em microcapsulas biodegradaveis

de carbonato de calcio com quitosana e carragenana. Estas microcapsulas foram capazes
de acelerar a cicatrizacdo de Ulceras gastricas induzidas por &cido acético em ratos, em
comparagcdo com O grupo controle, tratado com rago@psulas sem extratos
incorporados, entretanto os autores nao fornecem nenhuma informacéo sobre o tipo do
extrato, dose ou padronizacdo. O extrato hidroalcodlico das flor€s ddficinalis
incorporado em uma base gel (a 5 ou 10%) foi testado tambémodeio de mucosite

da cavidade oral em Hamsters induzida pelo tratamento com umae&@®mg/Kg de
5-fluorouracil (53), administrado por via intraperitonial. Os grupos tratados com o gel

(5 e 10%) administrado diariamente apds o 12° dia dopate, foram capazes de
reduzir os escores da mucosite comparados ao grupo Colstds. escores estavam
associados a uma completa epitelizac@ mresenca de&ecido conectivo normal no

grupo tratado com gel a 10%, embora cicatrizacdo com a presengiltcedo de

células inflamaidrias e ingurgitacdo vascular tenha sido observada no grupo tratado com
o gel a 5%. Ja no grupo controle, hemorragia extensa e ulcévagdoobservadas. Em

um estudd54) envolvendo coelhos machos (raca Nova Zelandia), um creme a base de
tintura deC. officinalisa 5% administrado por via tdpica diariamente, foi capaz de
aumentar o namero de fibroblastos nas feridas cirargicas induzidas na regido cervical
dorsal dos amnais em relacdo ao grupo controle. Uma pomada a baSe afécinalis

foi testada em um estudo envolvendo coelhos da raca Nova Zeléndia, mas nao
demonstrou diferenca quanto ao tempo de cicatrizacdo das feridas cirargicas em relacao
ao grupo tratado com 6éleo de girassol ou o conttéado com soro fisiologic(b5).

Uma pomada em base de vaselina formulada com extrato etandicofiieinalis(56)

também foi capaz de acelerar o processo de cicatrizacdo em feridas cirdrgicas de cées,
segundo avaliagdo macrégica e histopatoldégica das lesdes. Entretanto, nenhum
detalhe sobre a formulacao ou preparacéo do extrato foi descrito.

4.3.2.2AtividadeAnti-inflamatoria

A atividade antinflamatéria relatada para os extratos das flore€aendula
officinalis esta relacionada a sua ac¢ao cicatrizante, ja que em muitos casos 0 processo
inflamatorio normal que acompanha a cicatrizacdo e que leva a formacao do tecido de
granulacao pode estakacerbadoMuitos estudos relatam a atividade antiamatéria
de extréos deC. officinalisem diversos modelos experimentaisvivo e in vitro. Em
um estudo que avaliou o efeito de um extrataCdéendulaa 23% (nenhum detalhe
sobre o tipo de extrato foi fornecido) sobre a atividade de metaloproteinase da matriz
(MM2), uma importanteclasse denzima no processo de remodelagem tecidual e cuja
inibicAo esta associada ao tratamento de gengivites, foi observado que o extrato de
Calendulafoi capaz de inibir completamente a atividade da enzima coefensaio de
zimografia emgel (57). Além disso, o extrato inibiu a degradagéo de coldgeno induzida
por fibroblastos gengivais em uma propor¢cdo maior do que a quercetina, um dos
constituintes do extrato, demonstrando que ahelraver outras substansiao extrato
responsaveis por esta inibicdo. O efeito-aritamatorio de um extrato etandlico das
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flores deC. officinalis (preparado a partir de 750g de material vegetal para llitro de
etanol)também foi avaliadem modelo de edema de pata induzido garagenana,
dextrano ou drmalina em camundongos BALB/(58). O extrato deCalendulafoi

capaz de inibir em 50,6 e 65,9% o0 edema de pata induzido por carragenana nas doses de
250 e 500mg/Kg respectivamente, por via oral, quando comparado aoaisanim
controle. O grau de inibicdo quando o agente flogistico foi o dextrano foi de 41,9 e
42,4% para as doses de 250 e 500mg/Kg respectivamente. Ja no modelo de inflamacao
cronica induzida por formalina, a inibicédo foi de 32,9% e 62,3% para as mesmas doses
acima especificadas. Além disso, o extrato inibiu também a liberacdo do fator de
necrose tumoral (TNE) em macr - fagos estimul ados po
liberacé@o de citocinas piigflamatorias como ItL b , -6, IFN-0  eoteiparC reativa.

Em um estud (59) com o0 mesmo modelo de inflamac&o aplicado a uma formulacéo
granulada a basde extratos etandlicos @alendula officinalise Matricaria recutita
(especificacdes da preparacdo nao informadas) administrado nas doses de 100 e 250
mg/Kg por via oral, observese uma inibicasignificativa do edema de pata induzido

por carragenina e dextrano em ratps0(05). Em um estudo que avaliou o efeito
combinado da terapia com ultrassom e aplicacdo topica de um gel a lzaslerdiila
officinalis em lesbes musculares feitas cirurgicateeem ratos, foi relatado um efeito
benéfico na cicatrizacdo e inflamacédo quando da aplicacdo combinada do gel e terapia
com ultrassom quando comparado apenas ao ultrassom isoladamente. Entretanto, neste
estudo néo foi citada a concentracdo ou outroshestda composicdo do gel utilizado

(60). O efeito antinflamatorio da espécie tem sido atribuido a presenca de ésteres de
alcoois triterpénicos, como o palmitato e miristato de faradiol e a glicosideos
triterpénicos. Em um estudo envolvendo a ag¢do de ésteres de faradiol em modelo de
inflamacéo induzido poésteres de forbol em orelha de camundongus Zitterk
Eglseeret al (61), os percentuais de inibicdo do edema encontrados foram de 55, 46,
45, 49 e 73% para a mistura de monoésteres de faradiulistato de faradiol, -3
palmitato de faradioly -taraxasterol, e faradiol respectivamente. A atividade de varios
glicosideos tritpénicos isolados d€. officinalis sobre a inflamacdo induzida por
acetato de tetradecanoil forbol (TPA) em orelhaalaundongos também foi estudada

(62). Nove glicosideos triterpénicos foram capazes de inibir a inflamacao induzida por
TPA em orelha de camundongo com valores de inibicdo médieg (@Fiando entre

0,05 a 0,2 mg/orelha. As substéancias testadas inclugedemdulagtosideo A éster 6
O-metilico docalendulagtosideo A éster 6‘O-n-butilico do calendulagtosideoA,
calendulagtosideo B, éster 6-O-n-butilico do calendulagtosiceo B,
calendulagtosideo C, éster 6‘O-metilico do calendulagtosideo C, éster 6-O-n-

butilico docalendulagtosideoC, éster 6-O-n-butilico do calendulosidel. Todos os
glicosideos testados, a excec¢ao aiendulagtosideo A foram ativos no modelo
animal utilizado.

4.32.3 Atividadelmunomoduladora

Um estudo(63) utilizando linfécitos de doadores humanos sadios e com
imunodeftiéncia celular por transformacao linfoblastica ndo observou qualquer efeito
do extrato (solvente ndo especificado) @leofficinalis O efeito de dois extratos de
Calendula officinaligoreparados a partir da planta inteira e das flores foi comparado ao
de uma lectina isolada d8olanum tuberosumuanto asua capacidade de aumentar a
proliferacéo de délas progenitoras endoteligi84). Tanto a lectina (em concentraces
de 50 ng/mL a 5 pg/mL), quanto os extratos aquosdSatiendula(em concentracdes
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de 50 ng/mL a 1 pg/mL) foram capazes de estimular a proliferacdo de células
endoteliais e aumentar a expressdo de moléculas de adeséo-{IGAMCAM-1),
sendo que o extrato dgalendulapreparado a partir das flores foi mais eficaz. Em um
estudo avaliando a atividade imunomoduladora desgiEcies de plantas medicinais
(65), a C. officinalis foi uma das espécies que exibiu maior efeito inibitério sobre a
producado de citocinas pidflamatorias, mas o estudo ndo especifica o tipo de extrato
utilizado e nem mesmo a dose. Em um estudcagabou varias espécies frentsw@as
capacidade antioxidante em ensaio de estabilidade oxidatiwvadleo de girassol e de
colza (66), o extrato deC. officinalisfoi 0 mais eficaz nas concentracées de 10 e 30
mg/Kg (peso de extrato por peso Olepara os O6leos de girassol e colza
respectivamente.

4.32.4 AtividadeAntimicrobiana

Uma das atividades farmacoldgicas mais estudadas e com resultados mais
contraditorios do ponto de vista pknico para extratos d€. officinalistem sido a
antimicrobiana. A comparacdo entre 0s estudos de atividade antimicrobiana €
dificultada pela variabilidade no método de execucao dos estudos e pela descricdo
muitas vezes incompleta da metodologia nos artigos. Apesar desta heterogeneidade dos
resultados, os estudos demonstram, em sua maioria, atividade antimicrobiana do extrato
das flores d&. officinalise de substancias deste isoladastividade antimicrobiana e
antifingica dos extratos etandlico e metandlico de flore€.defficinalis (15uL dos
extratos a 300 mg/mL no disco de difusdo) foi avaliada tanto contra bactérias gram
positivas quanto gramegativas de isolados hospitalares utilizando o neédeddifusédo
por disco em agd67). O halo de inibicdo promovido contra acterias granpositivas
e negativas foi similar, sendo o extrato metandlico ligeiramente superior ao extrato
etandlico. J& frente a fungos do gén&andida e Aspergillus os dois extratos
mostraram atividade antifangica comparavel e semelhante aquelavanpelo
fluconazol (10mm para o extrato metandlico, 9mm para o etandlico e 7mm para o
fluconazol). Este resultado esta em desacordo com aquele obtido por ldeah{®)
que avaliou o efeito antimicorbiano de um extrato hidroglicélicoCdeofficinalis
(concentracdo nao especificada) e de Oleos essens@ise 0s seguintes
microorganismosPseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

e Candida albicansO objetivo do estudo foi comparar o efeito de extratos vegetais e
Oleos essenciais com o efeito antimicrobiano do metilparabeno, a fim de avaliar se este
poderia ser substituido em preparacdes cosméticas. O extr@alahelula offitcnalis

ndo teve acasobre Candida albicans Acao antifungica contr&Candida também
apenas discreta de extrato glicélico (40%)G#endulafoi observado em estudo em

que apenas 10% das cepasafo sensiveig69). O efeito antifingico do extrato
hidroglicdlico deC. officnalisextraido com uma parte de material vegetal e 5 de liquido
extrator e aplicado a 20% sobre os discos de difusdo, em ensai€ammfida sp
(isolado hospitalar) foi entretantconfirmado em outro estud(/0), embora os
diametros dos discos de difusdo tenham sido pequenos (média de 3,Emmin

estudo realizado para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de
officinalis solre bactérias enteropatogénic¢a@g), o extrato foi preparado com 90% de
etanol, com uma razéo de extragdo de 1:2, e residuo seco de 500 mg/mLsiNdste e

o extrato diluido a 1:25 (v/v) provocou 100% de inibicdo s@ampylobacter jejuni

um microrganismo implicado como a segunda causa mais frequente de diarreia do
viajante e uma das causas mais comuns de diarreia em paises desenvolvidos. Efeito
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antimicrobiano sobre o0s microrganismdstaphylococcus aureusStaphylococcus
epidermidise Propionibacterium acnegoi observado em estudd2, 73), que avaliou 0

efeito antimicrobiano dos extratos éter de petréleo, diclorometano e metandlico (20 uL
aplicados no disco de difusdo, correspondendo a 0,2 mg de extrato). Dos trés tipos de
extratos avaliados, apenas o extrato diclorometano demonstrou alguma atividade sobre
Staplylococcus com halo de inibicdo de cerca de 9 mm, enquanto quéPpamens
extratos de éter de petrdleo e metandlico demonstraram alguma atividade (9,1 e 12,4mm
respectivamente), com o extrato diclorometano demonstrando ser inativo contra este
microrganismo. A concentracao inibitéria minima do extrato etandlico (CEE) das flores
de C. officinalis e de suas frac6es hexanica (FHC) e diclorometano (FDC) frente a
algumas bactérias foi determina@8, 45). As menores concentragdes capazes de inibir

o crescimento microano foramCEE,CIM de 0,39 mg/mL frente 8. aureus Bacilus
stearothermophyly$=DC, CIM de 4,37 mg/mL frente &taphylococcuaureus6532e

S. aureusl3048, CiMde 108 mg/mLfrente aB. stearothermophylusB. cereusCIM

de 05 mg/mLfrente aM. roseus FHC, MIC de 019 mg/mLfrente aS. aureusl3048.

Além de extratos preparados a partir das flore€alendula o 6leo essencial também

ja foi testado quanta sua atividade antibacteriari@4). O 6leo essencial (nas
concentracdes de 30 e 3 pL por poco) promoveu um halo de inibicdo de 21,3 e 0,6 mm
respectivamente frenteStaphylococcuaurews. Em outro estudo avaliando a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial @eofficinalis(75), discos impregnados com 15 pL

do Oleo essencial foram capazes de promover halos de inibicio3@hra) contra

todos os 23 microrganismos testados. Os principais constituintes do 6leo essencial
encontrados foram: hidrocarbonetos sesquiterpéni@&0%) e sesquiterpenols
(27.0%).p-cadinena( 2 2 . 5 -8aiino)(20.40%) eepi-Umuurolol (12.87%)0 bleo
essencial das flores dealendulafoi testado tambén{76) quanto a sua atividade
antifingica, tendo inibido completamente o crescimentoAdgergillus flavus, A.
parasiticus, A. ochraceus and Fusariumoniliformeem uma concentragdo de 3000
ppm. Algumas substancias isoladas@eofficinalistambém ja foram avaliadas quanto

a sua atividade antimicrobiana. Em um estudo de Szalaél @6), o acido oleandlico,

seus glicosideos e glicuronideo foram avaliados. O acido tilEampresentou uma
concentragdo inibitéria minima de 35 pg/mL p&scherischia co)i60 pg/mL para
Yersinia enterocolitica 100 pg/mL paraKlebsiella pneumonigel25 pg/mL para
Klebsiella oxytoca50 pg/mL pareshigella flexneri55 pg/mL paréShigella sonnei3s

pg/mL paraBacilus megateriuml5 pg/mL pard.isteria monocytogeneg 10 pg/mL
paraStaphylococcus epidermidi® extrato etandlico de flores @e offcinalis também

foi testado frente a patdégenos relevantasa contaminacdo em aliment(&/). Os
microorganismos testados incluira®taphylococcusureus(American Type Culture
Collection) ATCC 25923, Listeria monocytogeneATCC 19111 Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853 e isolados idicos deKlebsiella pneumoniaee Candida
albicans O extrato etandlico foi preparado com 25¢g de material vegetadip@nal de

liquido extrator (etanol 70 ou 95%). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo
método de difusdo em agar (com 100 pL dos extratos a 10% p/v nos orificios de
difusdo). O extrato etanolico ndo foi ativo frente aos seguintes microrganiBmos:
aeruginosa ATCC 27853, L. monocytogenedATCC 19111 eC. albicans mas
demonstrou uma inibicAo pequena cont&aphylococcus aureue Klebsila
pneumoniae(com halos de inibicdo pequenos em torno de 0,73 a 5,35 mm). O extrato
hidroalcoolico de C. officinalis a 10% também foi testado contra bactérias
(Staphylococcusp.) do leite bovinmbtido de animais com masti(@8). O halo de
inibicdo obtido para o extrato @alendulafoi de 14,93mm. Também foram testados os
efeitos de sinergia do tratamento c@alendulae diversos antibiéticos padrdo, mas o
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efeito antimicobiano dos antibioticos nédo foi potencializado pelo extrato. O efeito de
extrato hidroalcodlico d€alendula(nenhum detalhe sobre o extrato foi fornecido)
sobre microorganismos relevantes pam@erta periodontal foi avaliad¢79). A
concentracdo inibitoria minima faleterminada pelo método da microdiluigdo como
sendo 62,5 mg/mL frente a Porphyromonas gingivalise 250 mg/mL frente a
Aggregatibacter actinomycetemcomitan€roton lechleri Em um outro estud(80), o
extrato metandlico deC. officinalis exibiu uma CIM de 512 pg/mL fre@ a
Porphyromonas asaccharolitycéendo também demonstrado menor atividade frente a
outras 17 bactérias anaerObias ou aerObias facultativas periodontais. Extratos de
Calendulatambém demonstraram atividade contra microrgarssmesponsaveis pelo
mau halio (81).

O extrato metandlw de C. officinalis foi testado quanto a sua capacidade de
reduzir a infectividade de cercérias 8ehistosoma mansoguando administrado as
cercarias tanto em periodo prévio a infeccdo, quanto quando a exposi¢cdo das cercarias
ao extrato foi realizada damte a mfeccdo em camundongos albir(8%). A exposicao
dascercaias por 30 minutos a concentracfes de 25 dpnextratodurante a fase de
infeccdo reduziu consideravelmente a carga parasitaria/camundongo em 83% e o
nimero de ovos/g tecido no figado e intestino e@%& 835%, respecti@menteem
comparacdo com aqueles infectados no grupo contfdéen disso, camundongos
infectados pelas cercarias expostasb@ ou 75 ppm durante a infeccdo néao
desenvolvena vermes adultos. Outro estud83) envolvendo o ciclo de vida do
Schistosoma mansoravaliou o efeito de uma preparacdo a base de saponinas
parcidmente hidrolisadas (resultando em glicosideos do &cido oleandico) sobre
caramujos, que sdo o hospedeiro intermediario deste parasita. Foi visto que uma
concentracdo de 10,25 mg/mL da saponina parcialmente hidrolisada foi letal a 100%
dos caramujos, emborapenas uma concentracdo de 50 mg/mL da sapordpa
hidrolisadatenha produzido o mesmo efeito.

Uma tintura comecial d€. officinalis(nas concentracdes dee510 mg/mL) foi
testada em relacdo a sua atividade viral contra virus da Hepatite B, mas ndo demonstrou
nenhuma atividade antiviral. A atividade antiviral contra Hi\de extratos aquoso e
organico (solvente nao especificado) &valiada em um outro eskoi (84). O extrato
organico conferiu um efeito citoprotetor com umas¢&B00 pg/mL. O extrato também
inibiu a formacao de células sinciciais quando presente em uma concentracdo de 500
pug/mL, além de ter inibida atividade da transcriptase reversa viral com urgg&1
pg/mL.

4.3.25. AtividadeAntioxidante

O extrato etandlico d€. officinalis (preparado com 700g de material vegetal
para um volume de 1L de extrato, fornecendo um residuo seco de 1,1g/100mL) foi
avaliado quanto a sua atividade antioxidanteivo e in vitro (10). O extrato foi capaz
de inibir a producgéo de radicais superoéxido, radicais hidroxila e aigegéw lipidica
com valores de G4=500, 480 e 200thg/mL respectivamente. O extrato também inibiu
a producéo de radicais ABTS, DPPH e NO. A administragcdo oral do extrato em
camundongos por 1 més (em doses d2&Dmg/kg) aumentou a atividade da catalase,
niveis sanguineos e hepéticos de glutationa e diminuiu a atividade da glutationa
peroxidase. O extrato hidroalcodlico @e officinalis (1:9, p/p) foi também avaliado
frente a sua acdo antioxidante frente a diversosas{B5). Os valores de &4 foram
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de 97,1 N 2,1 &g/ m&s+0985 6 gamals tektds,cdm radigdl mL e
DPPH ensaio de peroxidacdo lipidica e o0 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 camum@nexpostos éadiacdo ultravioleta em
valores préoximos ao grop controle ndo irradiado, embora em doses maiores
(600mg/Kg) este efeito de protecdo ndo foi observado. O mesmo grupo de pesquisa
demonstrou efeito protetor sobre a irradiagdo ultravioleta com diversasidotmes a

base do mesmo extrai®6). A fracdo butandlica de um extrato hidroalcodlico das flores
deC. officinalisfoi avaliada frente dua acdo antioxidante in vit(87). A fracao inibiu

a producéao de radicais superoxido e hidroxila (C15@1,09 mg/mle 05+0,02 mg/ml
respectivamente). A peroxidagdo lipidica em microssomos hepaticos induzida por
Fe2/ascorbato foi inibida 100% por 0,5 mg/mL da fragAosd€,15 mg/ml). Seu
potencial antioxidante reativo total (TRAP), expresso em mM de equivalentes de
Trolox, foi de 249,19145 mM. A formulacdo de cremes a base de um extrato
comercial deC. officinalistambém foi avaliada quanto sua capacidade antioxidante

(88). A concentracéao ideal de extrato@eofficinalisno creme que promoveu um efeito
antioxidante significativo foi de 0,9%. Este creme possuia uma concentracao de
carotenoides totais (mg/100g), polifendis totais (em equivalentes de acido galico, GAE,
mg/1® mL), flavonoides e flavonas totaisnf equivalentes de quercetif, mg/100

mL) e atividade sequestradora de radicais DPPH (exprassaeqeivalentes de
quercetina, EQuMol/100 mL) de: 0,73mg/100g, 92 mg GAE/IQD, 4,2 mg/100 mL,

e 163 uMol EQL100 mL. Em uma comparacdo entre a capacidade antioxidante das
espéciesCalendula arvensise Calendula officinalis frente ao radical DPPH e
capacidade redutora férrica do plasma (FRAP), o extrato hexanico das flotes de
officinalis demonstrou atividade maior qoedeC. arvensig89). Efeito semelhante foi
confirmado em outro estudo coarptivo entre as duas espéc{8f que demonstrou

que o0s extratos aquoso e metandlico @e officinalis possuem maior atividade
antioxidante que aqueles @e arvensisO extrato metandlico de. officinalis(detalhes

da extracao nao especificados) e de outras espécies foi avaliado quanto a sua capacidade
de inibir a producéo e radicais DPPH e também frente ao ensaio de capacidade redutora
férrica (FRAP), tendo demonstrado um efeito antioxidante com umpa €11,96 +

1,13 pg/mL no ensaio de DPPH e 48D+ 194 mg/g de equivaless de Trolox no
ensaio de FRAR73).

4.3.26. Atividade antitumoral

A atividade antitumoral e o mecanismo de acdo de um extrato aquoso de
Calendula officinalisobtido por um novo processo de extracdo assistida por laser foi
determinada. Varias linhagens de células tumorais murinas enasrfaaam utilizadas
no estudo(90). A inibicdo do crescimento celular variou entre-1I0D% e o0s
mecanismos foram identificados como envolvendo a interrupc¢ao do ciclo celdése
GO0/G1 e apoptose induzida por Caspgas® mesmo extrato foi capaz de ter efeito
proliferativo sobre células sanguineas (linfocitos periféricos) e células NKL (células
leucémicas). O tratamento via intraperitoneal ou oral com o extrato foi capabkide
crescimento tumorah vivo e prolongar a sobrevida @amundongos. Uma atividade
citotoxica significativa frente a uma linhageta células leucémicas foi obtida para um
extrato hidrometandlico d€. dficinalis (91). Frente a linhagend+45.01de leucemia
humana aguda, o extrato apresentou um@a=CR3 mg/mL. Os chas d€alendula
officinalis (2g/100mL) eMatricaria recutita(5g/100mL) foram comparados quanto aos
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seus efeitos citotoxicos, composicadnyiga a atitidade antioxidan{®2). Apesar da
composicao quimica e atividade antioxidante dos dois chas terem sido semelhantes, a
atividade citotéxica do cha d€alendulafoi mais pronunciada do que o cha de
camomila (C4=0,36 mg/mL versus >16,67 mg/mL respectivamente) e seletiva frente a
uma linhagem tumoral de melanoma (FemUm decocto d€. officinalis(rendimento
=32,7%) foi avaliado frente a diversas kgens de células tumorais hepaticas,
produzindo uma inibicio média da proliferacdo destas células de 12,9% a uma
concentrago de 2 mg/mL. Em outro estud@®3), o extrato etandlico das flores Ge
officinalis (preparado com 700g de material vegetal para um volume de 1L de extrato,
fornecendo um residuo seco de @/100mL) foi avaliado quanto a sua capacidade de
reduzir metastases de um melanoma como tumopomA administracdo simultanea

por gavagem do extrato (250mg/Kg por 10 dias) a camundongos inoculados (células
tumorais C57BL/6) através da veia caudatsultou em uma reducdo desdulos
pulmonares reduzidos em 74% com um aumento da sobrevida em 43BHém

pbde ser observada uma reducdo nos niveis de hidroxiprolina, &cido urdnico, &cido
sialico sérico eo-glutamiltranspeptidase. O extrato também inibiu a expressdo de
citocinas proinflamatériasMMP-2, MMP-9, prolil hidroxilase e lisil hidroxilase e
atvou TIMP-1 e TIMP-2. O extrato hidroalcodlico d€. officinalis (1:9, p/p) foi
também avaliado frente a sua acéo citotdéxica em célula&egibroblastos murinos

L929 (94). O extrato foi capaz de estimular a proliferacdo dos fibroblastos em baixas
concentragdes (315mg/ mL). Entretanto, concentragdes maiores foram capazes de
inibir a proliferacdo celular (21,6%edreducdo a 37,5 mgnlL). Ja frente as células
HepG2 nenhum efeito proliferativo foi observado para o extrato, e o tratamento com
30,0 e 37,5 mg/mL reduziu a viabilidade destas células em aproximadamente 84 e 93%
respectivamente. Em um estu@®) que avaliou o efeito de trés extratos difereiles

C. officinalis (acetato de etila, heptano e metandlico) sobre diferentes linhagens
celulares, incluindo células de fibroblastos humanos e uma linhagem de céancer de
mama human¢T47D), ECACCnumero8510221, verificouwrse que o extrato acetato,

mas nao o heptano e metandlico estimula a proliferacéo celular em concentracdes acima
de2 5 mlg mas concentracdes a partir dee7 / s@b tOxicas para as célulds.
andlise do extrato reveloumesega dos segintes compostosAcido dearvlico, b-
amirina, acetato deb-amiring, rutina, narcissia, 3glicosideo de is@amnetira,
quercetim, isoquercitrim, acido varilico, acido cdeico, acido clorogénicq acido
protocatecuicoacidop-cumaricoe acido siringico.

4.32.7. Outras atividades relatadas

Algumas outras atividades farmacolégicas nao incluidas nas se¢des anteriores e

pouco relacionadas ao uso terapéutico da espécie foram avaliadas em tetiisqsé
envolvendo extratos d@. officinalis e incluem:espermicidg96), antifertilidade(97),
neuroprotetorg98), nematicidg99), anticolinesterasicé9), hepatoprotmra (89, 100),
gastroprotetorg101-103), antidiabética e antilipidémicél04, 105, analgésicg106,
107), depressora sobre o sistema nervoso centt@l8), fotoprotetora (109,
hipoglicemiante(110), antidiarreica(111), quimioprotetora(112), antiofidica (113,
cardioprotetorg114), inibidora da contratilidade cardia¢hl5), espasmolitic§116) e
bioadesivg117).
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4.4. ENSAIOS FARMACOLOGCOSCLINICOS

Foram enconti@os na literatura ensaios clinicos de fase |, Il e Ill envolvendo
indicacOes diversas de extratos Calendula officinalis Na descricdo destes estudos,
sempre que possivel foi dada atencdo particular & metodologia e ao desenho do estudo,
ja que durante eevisao da literatura um namero grande de estudos foi identificado com
falhas metodoldgicas severas como, por exemplo, nimero insuficiente de voluntarios,
método de aleatorizacdo ndo descrito e estudo néo cego.

4.4.1 Ensaios farmacoldgicos clinicos de Fas

O uanico estudo clinico de Fase | encontrado na literatura pesquisada avaliou a
seguranca de um enxaguatorio bucal contendo 1% de extrato das fl@resffignalis
em associacdo com Oleo essenciaMiddaleuca alternifolia(0,67%) 6leo de Manuka
(Leptospermum scopariynf0,33%) e 0,5% de extrato seco de cha vétkmellia
sinensi3. O enxaguatorio foi testado quanto a sua seguranca e eficacia preliminar para
reduzir a placa bacteriana. Oito voluntarios (5 mulheres e 3 homens) completaram o
estudode fase I, utilizando o enxaguatorio duas vezes ao dia (15mL 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 o0 estudo aEs Ds demais
voluntarios concluiram o estudo sem nenhuma intercorr€ht8

4.4.2Ensaios farmacobgicosclinicos deFasell

A fim de avaliar o efeito de um creme a base de uma associacao de extratos de
C. officinalise alecrim a 5% no tratamento de dermatites de contato, um estudo de fase |
aberto foi realizado(119) efeito utilizandose como comparador um creme de
hidrocortisona a 0,25%. Vinte kmtarios saudaveis se submeteram a uma inducéo de
dermatite de contato e foram avaliados quanto a resposta a diferentes formulacdes da
associacdo. Cinquenta microlitros das formulacdes foram aplicadas na area teste por
cinco dias consecutivos apés a indlnigla dermatite. O estudo descreve que a alocacgao
dos voluntarios foi aleatorizada. Os desfechos medidos foram: a perda de agua
transdérmica, o tamanho do eritema e a reducdo da irrit&lgAonas das preparacdes
testadas forneceram protecao contra a dierde contato induzida.

No mesmo sentido,nn creme contendo 1,5% de extrato de flore€dkendula
officinalis foi avaliado em um estudo aberto, randomizado, controlado com um creme a
base deéAloe verapara o tratamento de dermatite induzida por fralda em crighggs
Sessenta e seis criancas foram alocadas aleatoriamente (método ndo descrito) no grupo
controle (32, creme dAloe verd ou tratamento (34, creme coth officinalig. As
criangas foram tratadas por 3 vezes ao dia, tirEh dias, e a severidade da dermatite
foi avaliada em uma escala de 5 pontos no inicio do estudo e aos diagpos iricio
do tratamentoA severidade da dermatite foi reduzida em ambos os grupos ao fim do
tratamento, mas de forma mais pronunciadagngpo tratado contC. officinalis
(p=0,001). Nao houve relato de nenhuma reagao adversa aos tratamentos.
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Alguns estudos clinicos foram realizados no sentido de avaliar o efeito de
Calendula officinalisem patologias da cavidade ofall8 121-123). Um ensaio clinico
de fase | e um ensaio piloto de fase Il envolvendo um enxaguatdrio bucal, que consistiu
de uma associacdo de 6leos essenciais e extratos de 4 edpélat=ica alternifolia,
Leptospermum scoparium, Calendula officinai€amellia sinesig, foi realizado a
fim de avaliar a seguranca e eficacia no tratamento da gengivite e placa bacteriana
(124). Este estudo consistiu de um ensaio clinico randomizado (@mbmétodo de
randomizacao tenha sido através de uma moeda, um método considerado inadequado)
aberto, controlado por placebo envolvendo 15 voluntarios na fase | e 17 na fase Il. Dois
voluntérios reportaram efeitos adversos leves e um voluntario deixaiudoe A
preparacao teste n&o foi significativamente diferente do placebo quanto aos desfechos
mensurados, que incluiram: indice gengival, indice de placa bacteriana ou abundéancia
relativa das espécies bacterianas testadas. Nenhum efeito adverso dggwéeste foi
observado quanto a lesbes anormais na cavidade oral, sinais vitais, mudancas na funcao
hepética ou renal e na funcdo da medula 6ssea. Outra aplicacdo na area odontoldgica
envolveu a avaliacdo de um dentifricio a base de extrato etandlicihoss deC.
officinalis em pacientes portadores de gengi\il23. O estudo, envolvendo 40
pacientes (2Imulheres e 19 homens) com diagnoéstico de gengivite foi um ensaio
clinico duplo cego, randomizado (protocolo de randomizac¢éo nédo descrito), controlado
por placebo (20 pacientes em cada grupo). Os pacientes foram orientados a escovar 0s
dentes trés vezes da com o dentifricio contendo 2% do extrato etandlico de flores de
Calendula(grupo teste) ou o dentifricio base, sem extrato (grupo controle), por quatro
semanas de tratamento. A avaliagdo dos voluntarios ocorreu no inicio e nas segunda,
terceira e quaa 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 em comparacdo com uma reducdo de 9,8% no grupo
controle. O indice geng#y sofreu uma reducdo de 46,3% no grupo tratado em
comparacao com 18,4% no grupo controle, e 0 sangramento a sondagem foi reduzido
em 50,8% no grupo tratado em compacagcom 21,8% no grupo controle.

A acdo antimicrobianae Calendula officinalisem sutura de cirurgia dental
também foi avaliado (apresentar referencidin enxaguatorio bucal a base @e
officinalis foi avaliado quanto a sua capacidade de reduzir a carga bacteriana de suturas
em cirurgias para extracao do terceiro m@l&tl). O estudo foi aberto, randomizado,
cruzado (o terceiro molar contralateral foi removido e permaneceu usemde
enxaguatorio bucal) e envolveu 18 pacientes alocados aleatoriamente (método de
aleatorizacdo nao descrito) para tratamento com enxagud&d@o officinalis (1% da
tintura), Camellia sinensig25% de um extrato fluido hidroalcodlico 1:1) ou solugéo
oral de 0,12% de gluconato de clorhexidina. Nao houve diferenca significativa entre a
carga bacteriana nas suturas do grupo controle e do grupo tratado com enxaguatoério
bucal a base d€. officinalis No mesmo sentidoyma pomada a base de wieo
derivacd da espécie (detalhes ndo informados) e iodoférmio aplicado em suturas de
cirurgia dental foi avaliada quanto a sua acédo antimicrolfi2#. O estudo envolveu
40 voluntarios (20 no grupo controle e 20 no grupo teste) e consistiu de um ensaio
clinico cego, randomizado (protocolo de randomizacdo néo descrito) e controlado. N&o
houve perda de seguimento ou efeitos adversos. O estudo consistiu da aplicacdo da
pomada as suturas dos pacientes no grupo teste e sutura sem pomada no grupo controle.
Nos dias 1, 3, 5, 7 e 15 posurgia um profissional de saude que nao tinha
conhecimento de querypo pertencia o paciente removeu um fragmento de 2mm da
sutura que foi submetida a cultura microbiologica para contagem do numero de
unidades formadoras de coldnia. Houve uma reducdo estatisticamente significativa
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(p=0,002) no numero de unidades formadata coldnia nas culturas obtidas a partir de
suturas do grupo tratado, em comparagdo com 0 grupo controle.

Para o tratamento de vaginite ha relato na literatura destndo aberto, ndo
randomizado e nao controladnjaliando a efetividade de ursalucdoaquosa (1,5%) a
base de tintura de€. officinalis (a 20%) (125. Quarenta e seis mulheres foram
selecionadas de um universo de 127 para participacao no estudo. A tirDalertdula
foi aplicada 3vezes por semana, em dias alternados, durante duas semanas, e a
avaliacao 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 leucorréia através de uma
escala analogicaisual de 0 a 10, evolucao clinica, persisténcia de prurido e exame
microbiolégico para pesquisa deéandida albicans Aos 30 dias apdés inicio do
tratamento 86,1% das pacientes foram avali@dago apresentaral®ucorréia 97,6%
sem pruridp e 90,5% das mberes tiveram exudato vaginal negativo para cultura
microbiolégica deCandida albicansO uso de um gel a base @e officinalis (2% de
uma tintura a 10%) sozinho ou em associacdo ao gstrgehnodendrum barbatiman
no tratamento de Ulceras varicosas sés de pele domésticas foi avaligda6). O
estudo aberto, ndo randomizado envolveu 38 voluntarios em quatro glojs@gupos
(I e II) apresentando Ulcera varicosa e dois outros (lll e IV) apresentando lesbes
domesticas. Os grupos | e lll foram tratados com caléndula e os grupbs fibram
tratados com caléndula mais barbatiméom 1 aplicacdo diaria por 1 més, sendo o
grupo com a associacdo das duas espécies 0 que apresentou maior eficacia na
cicatrizacdo das lesdes, seguido do grupo da caléndula

4.4.3 Ensaios farmacologicoglinicos de Fase Il

Dois ensaios clinicos de Fase Il encontrados na litefatemaolvendo
preparacOes a base @& officinalis avaliaram a utilidade destas formulacdes em
prevenir a ocorréncia de dermatite aguda associada a irradiacdo em pacientes com
cancer de mama, e os resultados dos dois ensaios foram conflitantes. O estudo inicial,
de Pommieret al. (127), foi um ensaio clinico randomizado (blocos com listas de
alocacédo aleatéria foram gerados utilizandovgni® apropriado), controlado, simples
cego- uma vezque as caracteristicas organolépticas da caléndula ndo permitiram que o
estudo fosse duploego- em que a eficacia de uma pomada comerci&.defficinalis
(Pommade au Calendula par Digestion; BoirLtd, LevalloisPerret, Franca) foi
comparada a uma pomada a base de Trolamina na prevencdo de dermatite pds
irradiacdo em pacientes com adenocarcinoma de mama. O estudo envolveu 254
pacientes, sendo 128 alocados ao tratamento com a pomada de trolamiatoeaB
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 radioterapico e seguindo até a sua corChdsio
paciente foi consultado semanalmente pelo seu radioterapeuta, que avaliou a toxicidade
dérmica aguda segundo a escala do Grupo de Oncologia e Radioterapia (RTOG) em
cada um dos volumes envolvidos: mama ou parede toracica e, caso necessario, prega
stbmamaria, axilas, nédulos mamarios internos e nodulos supraclavic@laides foi
avaliada semanalmente utilizando uma escala visual analogicacde BOr uma razao
nao relacionada ao tratamentdratamento foi interrompido em um paciente recebendo
apomada deC officinalis Quinze interrup¢des foram observadas no grupo recebendo a
pomada de trolamina, a maioria delas devido a toxicidade dérmica (@8)o
resultado, o estudo mostrou que a incidéncia de toxicidade dérmica aguda de grau 2 a 3
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foi de41% (intervalo de confianga de 95%, 374@) no grupo tratado coroaléndulae
63% (IC 95% 59 a 68) no grupo tratado com trolaminp € 0,001). Nove pacientes
(7%) que receberam caléndula e 20 pacientes (20%) que receberam trolamina
apresentaram toxicidade de gra@p3= 0,034). Nenhum caso de toxicidade grau 4 foi
observada.

O segundo estudo, mais rece(it28), ndo encontrou diferencas na eficacia de
um creme a base @& officinaliscomparado a um creme aquoso sem caléndula para a
prevencdo de dermatite aguda associada a radioterapia em pactentesincer 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 extratcCdefficinalisa 10% 210 pacientealocados,
203 iniciaram e 199 concluiram o estudo) ou ao grupo controle (creme hidrofilico
Esse®, 210 pacientes alocados, 208 iniciaram e 206 finalizaram). O desfecho primario
foi a diferenca entre 0s grupos na proporcao de pacientes com reacOes dayudeas
a radiacdo (ARSR) e desfechos secundarios incluiram o escore em um questiondrio
estruturado sobre a qualidade de vidaur6pean Organization for Research and
Treatment ofCancer (EORTC), Quality of Lif€Questionnaire Cor80 (QLQC30)),
distarbios @ sono. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre
os dois grupos quanto a incidéncia de reacbes dérmicas agudas. Também nédo foram
observadas diferencas entre os dois grupos quanto a incidéncia de sintomas como dor,
queimacéo, cara e hiperestesia na area irradiada.

4.4.4 Ensaios farmacoldgicoglinicos de Fase IV

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

4 4.5 Farmacocinética e Farmacodinamica

N&ao foram encontradas na tigura, referéncias a estudos de farmacocinética ou
de farmacodindmica envolvendo a espécie.

4.5, RESUMO DAS ACOES EINDICACOES PARA CADA DERIVADO DA
ESPECIECALENDULA OFFICINALSL.

A maioria dos estudos padinicos e todos os estudos clinicos encontrados para
a espécie foram conduzidos com extratos etandlicos ou hidroalcodlicos dos capitulos
florais deCalendula officinalisou com formulacdes derivadas destes extratos. As acdes
maisbem fundamentadas em ensaiosgiéicos e clinicos sdo a sua agéo cicatrizante e
antrinflamatoria para afeccdes da pele, e em menor grau de evidéncia a sua acéo
antioxidante e antimicrobiana.
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4.5.1 Via de administracéo

Uso topico e ora(3, 23).

4.5.2 Dose diariae posologia

Capitulos florais
1i 4 g ou por infusdo 3 vezes ao (i23).

Extrato liquido
0.51.0 mL (11 em etanol 40%) 3 vezes ao (128).

Tintura
0.3'1.2 mL (15 em etan090%) 3 vezes ao d{a29.

Uso Externo:

Tintura/extrato liquido (1 : 1) em etanol 40% ou tinturaettbetanol 90%Aplicar as
feridas ou diluir 1:3 com agua para compressas. Pomada adhb@ar na area afetada
conforme indicagdo médi¢as).

45.3Periodo de utilizacdo

A maioria dos estudos clinicos envolvem o uso topic€aendula officinalis
Estes estudos recomendam o uso de formas farmacéuticas a Rasdfidenalispor 2
ou 3 vezes ao dia, até melhora dos sintof@3s O periodo de utilizacdo de 14 dias é
sugerido por pelo menos 1 estudo clini28), e persistindo os sintomas o médico deve
ser consultado.

4.5.4 Contra-indicagbes

Calendula officinalispode causar reacdes alérgicas em individuos sensiveis,
especialmente aqueles que ja tiveram historico de hipersensibilidade a outras espécies
da familiaAsteraceaéCompositag(23).

4.5.5 Grupos de risco

Um possivel efeito uterotdnico de. offianalis (130, combinado com o seu
posgvel efeito espermicida, aliado &to de quando existem estudos sobre a seguranca
reprodutiva em humanodaz com queo uso deCalendula officinalisndo seja
recomendadem mulheres gravidasu em periodo de lactacdo ou ainda a criangas sem
supervisao médicgd).
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4.5.6Precaucdes de uso

Pacientes coripersensibilidade a espécies da familia Asteraceae.

4 57 Efeitos adversos relatados

Sensibilizacdo dérmica tem sido relataf®)( Além disso, efeito espermicida
(96), antifertilidade(97) e uterotbnicd130) foram relatados. Por esta raz&o o uso néo é
recomendado em mulheres gravidas ou em periodo de lactacao.

4.5.8Interacdes Medicamentosas

45.8.1 Interacdes medicaments descritas

Nao hé informacgdes sobre interagbes medicamentosas associadas aB.uso de
officinalis.

45.8.2 Interagdes medicamentosas potenciais

N&o h& informacdes sobre interacbes medicamentosas associadas aB.uso de
officinalis.

4.59 Informacdessobre superdosagem

N&o ha relatos de intoxicacdes por superdosage@® déficinalis na literatura
pesquisada. Plantas ricas em fendis totais, corfio afficinalis quando usadas em
doses excessivas, podem causar irritacdo da mucosa gastrica e intgetisnadio
vomitos, célicas intestinais e diarréia.

4.5.91 Descricdo do quadro clinico

Informacgdo ndo encontrada na literatura pesquisada.

45.9.2 Agbes a serem tomadas

Em caso de superdosagem, suspender o uso e procurar orientagcdo médica de
imediatopara que sejam adotadas as medidas habituais de apoio e controle das funcdes
vitais.
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5 INFORMACOES GERAIS

51 FORMAS FARMACEUTICASFORMULACOES DESCRIAS NA
LITERATURA

As formas farmacéuticas descritas na literatura para as quais estava disponivel as
informacgdes de obtencao e padronizagao estdo descritas no Qahairo.

Forma farmacéutica
Referéncia Tipo Método de obtencao Padronizacéo
Método [: preparo por solugdo, com a|
fusdo dsexcipientes a 45°C, através d
elevacao da temperatura em chapa d
aguecimento e posterior adi¢éo e
(131 Pomadas homogeneizagao do extrato e
antioxidante. Método II: preparo por
suspenséo, quando o extrato e o
antioxidante sdo suspensos no excipie
através da incogracgdo a frio.

Teor de flavonéides totaig
(% p/p) para as pomadas

preparadas com os extrat
deCalendula officinalis.

Caracterizacao fisieo
quimica do marcador
qguimico rutina por
espectrometria na regido
do infravermelho (1V),
termogravimetria (TG) e
andlise térmicaiterencial
(DTA). Determinacgéo de
flavonoides totais
expressos emutina apos
permeacgédo cutanéavitro
em modelo de
biomembrana alternativo

Foi preparada uma base galénica
geleificante de caracteristica hidrofilicq
empregandee como polimero o

@ Gel hidroxietilcelulose (Natrozol®250)
comumente empregado na farmacotécr|
de formas farmacéuticas semisolidas,
qual foi incorporada a tintura d&
officinalis L. na concentracdo de 10%.

As formulag@es tépicas foram
desenvolvidas utilizando dois agentes 4
emulsionantes diferentes e um polimern
Formulacéo | (gelcreme})
foi preparado utilizando o agente auto
emulsionante SAF Hostacerin ® e a| O método desenvolvido
formulacéo 2 (creme) utlizando o foi utilizado para
disponivel comercialmente cera auto| quantificacdo de rutina e
emulsionante Polawax ®, isodecil oleat( narcisina nas formulagfe
palmitato de isopropilo como emolienteg tépicas eanalisadapor
glicerol como um hidratant&ormulagéo HPLC.
3 (gel)foi preparado usando o polimer(
nao iodnico de Natrosol ® 250HHR, o
acido hialirénico como um hidratante €
polioxietileno (20) sorbitano e &lcool
etilico, como cesolvente.

(132 Gelcreme e creme

Quadro 37 Formas farmacéuticasdescritas na literatura e método de obtencao
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(133

Creme.

A fase oleos#oi composta dealcool
estearilico, cera de abelhasonooleato
de sorbitanpao passo quama solucao de
sorbitol, polissorbato 80, metilarabeno,
propil-parabenpe agua deionizada
constituiam a fase aquosa. Oleo de flor
caléndula 5%oi usado como agente de
prote;&o solar ativo na formulagéo de

creme. O creme foi armazenada a
temperatura ambiente, em seguida fo
pesado 6leo de caléndula (5%) e
incorporado na emulsao formasiab
homogeneizacéo constante. Formulag
todo foi armazenada em frasco de vidr
ambar fechado

N&ao descrito.

(134

Creme

Foram feitas cincéormulacdes diferente
de cremesendo queemuma dessa

continhaextrato de caléndula,depoisfoi
avaliada qual a melhor formulag&@artes
A, B e C foram misturadag\ mistura foi
agitada continuamenggé a temperatura|
de 35 ° C sedlcancada. Em seiida, parte
D (extrato de Caléndula) foi adicionadg
(se o creme com extrato de Caléndula
preparado), misturada adequadamente
mistura foi arrefecida com agitagdo até
temperatura ambient®©s agemes foram
armazenamenados a temperatura ambi
(25 2 ° C) em recipientes de plasticg
hermeticamente fechado e protegido ¢
luz.

Determingao de
carotenoides polifendis
totais, além de flavonas ¢
flavonois para os cremesg

preparados com o0s extrat
deCalendula officinalis.

(139

Creme

As microparticulas lipidicas sélidas
(MLS) foram obtidas pela emulsificaca
do 6leo em 4gua (o/w) empregando g
técnica de inversdo de &asA emulséo foi
preparada por Siverson, emulsificando
6200 rpm. A emulséo obtida foi resfriad
a temperatura ambiente por agitagao
magnética até a solidificacéo das

microparticulas ocorrer.

Quantificacao de
flavonoides por HPLC,
através de construcae d

curva de calibracéo e
regressao linear

(136)

Pomadas

A partir dos extratospfam manipuladas
pomadas, cuja formulagcéo tes@mo
base, uma mistura de lanolina anidra

vaselina sélida acrescida do antioxidant
do prépio extrato.Foram seguidos dois
protocolos de producao:
Método |: Preparo por solugao.
Método II: Preparo por suspensao.

A monografiade C.
officinalis, na 4a edicéo dg
Farmacopeia Brasileira
(2001), descreve a técnic
espectrofotométrica parg
quantificacéo dos
flavonoides totais
(estimados como
hiperosideos), tendo com
amostras as drogas
vegetais derivadas dess
espécie.

Cont. Quadro 37 Formas farmacéuticas descritas na literatura e método de obtencgéo
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5.2 PRODUTOS REGISTRDOS NA ANVISA E EM OUTRAS AGENCIAS
REGULADORAS

N&o foi possivel acessar o banco de dados da ANVISA, mas atraves de consulta
no banco dHel dadpsoiiani co produto com regi
caléndulacom os dados abaixo:

Produto com Registrhepad) vo (base de dados:
Tintura de caléndula yanten

0,2 g sol derm fr plas amb x 100ml

Calendula officinalisL. - capitulos florais de caléndula secos e triturados 200mg
solucéo de alcool de cereais a 650 gl gsp 1 ml

No Reino Unidg através de consulta a base de dados EMEctronic Medicines
Compendium), as seguintes formulacfes registradas foram encontradas:

ABoots Alternat i v &sfa pEpatagho &indiSada parg o tRammente f 0 .
sintomético de picadas de insetos. Possui as seguintes tinturas:

Hypericumperforatumincture HSE 2.4% v/v

Rumexcrispustincture HSE 2.4% viv
Echinacea HSE 1.2% viv
angustifolidgincture

Ledumpalustretincture HSE 2.4% viv
Calendula officinaligincture HSE 4.8% v/v
Arnica montandincture HSE 1.2% viv
Pyrethrumpale extract HSE 4.8% v/iv

Uma outra prepar a- «o, BaotsAlternatvessCalendugiSeré r a d o
SkinRelieb t amb®m f o encontrada. Sua composi - «

Calendula officinaligincture 1/10HSE 9.0% v/w

A formulacéao esta indicada pararatamento sintoméatico de pele aspera ou dolorida.

5.3EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Na FarmacopeiaBrasileira (vol.2) a forma de armazenamento e embalagem é em
recipientes de vidro ou metal, bem fechados, ao abrigo da luz e d¢l@xlor
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5.4. ROTULAGEM

N&o foi encontrado na literatura pesquisada.

5.5.MONOGRAFIAS EM COMPRIDIOS OFICIAIS

A Caléndula officinalisesta presente nas seguintes fontes oficiais:
Farmacopéia Brasileira (Volume 2, pagiti) (12)

Farmacopéia Europé{a37)

Monografias da OMS (WH®onographs on &ected Medicinal Plant§3).
Monografias da Comission E (German Comission E Monogrgp88),

Monografias da ESCOP (The Scientific Foundation for Herbal Medicinal Products,
(139

5.6. PATENTES

A lista de patentes a seguir foi compilada a partir de uma busca feita (em Agosto
de 2014) no banco de dados fADerwent I nnovat
a pal av Caendulhdficiralidfi c Mo pi coo. A busca retorn
Inicialmente uma triagem destes registros foi realizada, e todos o0s registros que
envolveram usos ndo medicinais e associacdo de varias plantas foram removidos. Esta
triagem resultou em 67 registros, que aposrkitlo resumo da patente com 0 mesmo
critério de selecdo mencionado acima, forneceu os 43 registros aqui listados.

1, CUTAN KOSMETIK VERT (CUTANonstandard) CUTAN KOSMETIK
VERTRIEBS GMBH & CO KG (CUTANon-standard), assignee. Herbal medicaments
for treathg skin diseases prepd. fromCalendula flowersand ointment base patent
DE38365D-A1; DE3836519A; DE3836519C2 (140).

2., FARMEC SA (FARMNonstandard), assigneénfection prevention and therapy
composition comprises a clagalendula officinalisoil extract, vitamins and edéin
mixture patent RO1214081 (141).

3.; Nissin Shokuhin Kaisha Ltd (Nisp), assigneeNew cell adhesio inhibitor paént
JP11236334A (142).

4, KALYTA W G (KALY -Individual), assigneeTopical formulation useful for
relieving pain, itching or tissue damage, or treating inflammation, comprises natural
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sources including tinctures and/or natural extraetg. Hamamelis virginianatopical
anesthetic and base patent CA2627621(143.

5. Baratto G, Riva E, inventors; UNIFARCO SPA (UNWenstandard), assignee.
Extracting flowering tops o€alendula officinalis comprises subjecting flowering tops
of Calendula officinalisto extraction with carbon dioxide in supercritical phase at
specifed temperature and pressure, and decreasing the pressure patent ER2320306

(144).

6. Bi Y, inventor; WEIHAI TIANHONG AGRIC TECHNOLOGY CO LTD (WEIH
Non-standard), assignee. Preparation of lutein by extraGalgndula officinaliextract

by using backflow extract method, filtering eluting filter fluid, collecting eluent,
depressurizing and concentrating eluent, recycling ethaanl drying patent
CN102408368A (145).

7. Bidamant F, Imfled D, Joller P, Moser H, Imfeld D, inventors; DSM IP ASSETS BV
(STAM-C) BIDAMANT F (BIDA -Individual) IMFELD D (IMFE-Individual) JOLLER

P (JOLL:Individual) MOSER H (MOSHnNdividual), assignee. Composition comprises
panthenol, an antiinflammatory plant extract and a collagen synthesis stimulating
peptide patent WO020091941-A2; WO02009124974A3; US201108606A1;
JP2011516524V (146).

8. Biryuk VA, Bozhko NG, Fateeva ZM, inventors; MEDICINAL AGENTS CHEM
TECHN RES INST (MEDISoviet Institute), assignee. Herbal anfiammatory
preparation synthesis methedyy extractingCalendula officinalisflower heads with
80-85%ethanol, evaporating, purifying, drying, and treatinghwitbutanol patent
SU1181171A1 (147).

9. Cha YL, inventor; CHA Y L (CHAYIndividual) LEE C Y (LEECIndividual),
assignee.Toothpaste composition useful for preventing gingivitis and tooth decay,
compriseCalendula officinalis abrasive agent, wetting agent, fungicide and sweetener
patent KR2011067358; KR1216427B1 (148).

10. Chae BG, Kang BY, Kim HK, Park MJ, inventors; Amorepacific Corp (A@pr
assignee. Composition for treating or alleviating diaper rash, comprises zinc oxide,
polyglyceryktwo-dipolyhydroxystearate, allantoin an@alendula officinalis extract
patent KR2009056298; KR1326679B1 (149).

11. Chen L, inventor; SHANGHAI YANZI CHEM TECHNOLOGY CO LTD (SHAN
Non-standard), assignee. Moisturizing cream comprGaendula officinalisseed oll,
sorbitan stearate, cetanol, koline, humectanaind water patent CN103520038

(150).

12. Domb AJ, Wolnerman JS, inventors; AXIOMEDIC LTD (AXIbn-standard),
assignee. Solid, seffioadhesive and topical composition useful for preventing and/or
treating oral mucosal isbrder e.g. oral mucositis, contains homeopathic agent or
combination of antinflammatory and solid bioadhee carrier patent EP23248211
(15)).
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13. Duggan A, Baratoux J, inventors; PASSION LIFE HEALTHCARE LTD (PASS
Non-standard) PASSION FOR LIFE HEALTHCARE LTD (PAS$®n-standard),
assignee. Soluble composition, useful in alleviatminthroat disorders, oral care
conditions, snoring/sleep apnoea or wound/skin repair comprising an active ingredient
patent WO200512045A1; EP1758554A1; US2007218114A1 (152).

14. Enomoto Y, Akiko E, Enomoto A, inventors; FANCL CORP (FANGn-standard)
FANCL CORP (FANGNonstandard), assignee. Macrophage migration inhibitory
factor secretion inhibitory agentseful as skin external preparation for treating
inflammatory diseases e.g. atopic dermatitis and rheumatoid arthritis, comprises
Calendula officinalis extract patent JP20122549B85 KR2012137226A,;
TW201249452A; CN10281369-A; HK1177685A0; JP555246B2 (153).

15. Erdman CL, inventor;, ERDMAN C L (ERD#hdividual), assigneeAbsorbent
article, e.g. absorbent garment inchuglidiapers for absorbing and containing body
exudates, includes adhesive comprising skin wellnegedient patent US2004043049
Al (154).

16. Erdman CL, inventor; ERDMAN C L (ERD#fhdividual) PARAGON TRADE
BRANDS INC (PARANonstandard)PARAGON TRADE BRANDS INC (PARA
Non-standard), assignee. Absorbent article, e.g. diaper for absorbing extrudates,
includes selectivelpermeable topsheet having treated hydrophilic zones and non
treated hydrophobic zones patent WO02003044626 US2003093045A1;
W02003041626A1; AU2002340457A1; MX2004004511A1 (155.

17. ErdmanCL, inventor; ERDMAN C L (ERDMIindividual) PARAGON TRADE
BRANDS INC (PARANon-standard) PARAGON TRADE BRANDS INC (PARA
Non-standard), assignee. Absorbent article, e.g. diapers, comprises top sheet material,
back sheet material, absorbent core and adhesmgining skin care ingredient patent
W0200304514A; US200310087-A1; WO200304514:A1; AU2002346453A1;
MX2004005007A1 (156).

18. Gupta SK, inventor; GUPTA S K (GURmdividual), assigneeMlask composition,
useful to e.g. treat acne and rosacea, comprises biopolymer, polymer or polyvalent
metal complexing composition; divalent/trivalent metal cation; and $laim, or body
beneficial cosmetic/pharmaceutical quusition patent US20042191-24 (157).

19. Hatinguais P, Belle R, Negol P, Delhon A, inventors; Pf Medicament Sa-(Habr
assignee. New saponin extracted fromCalendula officinalis - having
hypocholesterolaemic and hypoglycaemic activiagept FR2574799\1; FR2574799
A (159.

20. Koganov M, inventor; INTEGRATED BOTANICAL TECHNOLOGIES LLC
(INTE-Non-standard) AKZO NOBEL SURFACE CHEM LLC (ALKYL), assignee.
Bioactive botanical cosmetic composition for preparicgsmetic formulation for
inhibiting antiinflammatory activity in skin tissue of mammal, comprises membrane
fraction derived from cell juice from fresh plant biomass, and stabilizer tpaten
US20090171441; US8101212B2 (159).
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21. Koganov M, inventor; KOGANOV M KOGA-Individual) INTEGRATED
BOTANICAL TECHNOLOGIES LLC (INTENonstandard), assignee. Bioactive
botanical cosmetic composition useful for, e.g. inhibiting antiinflammatory activity in
skin tissue of mammal, comprises membrane fraction derived from el gutracted
from fresh plant biomass, and stabilizing agent gdts82003175233\1; US7442391

B2 (160).

22. Lane EM, inventor; FAIRFIELD CLINICAL TRIALS LLC (FAIRNon-standard),
assignee. Topical composition useful for treating dermatoses, swelling, redness,
darkness, rosacea oskin inflammation, comprises antihistamine compound,
antinflammatory drug and optionally botanical medatin agent patent
W02009158144A1 (161).

23. Leal Parente LM, inventor; LEAL PARENTE L M (PARB&dividual), assignee.
Ethanolic extract for producing phytotherapic formulation, is obtained from flowers of
specific plant, where quality control of botanical material was caroat by
pharmacognostic assessment of flowsdrplant patent BR20070624&2 (162).

24. Leal Parente LM, irentor; LEAL PARENTE L M (PARHENnNdividual), assignee.
Preparing dichloromethane fraction of ethanol extract of pulverized fib€aleihdula
officinalis flower for producing herbal formulation, involves addir@alendula
officinalis flowers in mixture of métanoland water patent BR200801622 (163).

25. Leal Parente LM, inventor; LEAL PARENTE L M (PARB&dividual), assignee.
Producing hexane fraction of ethanol extract of pulverized fib&aténdula officinalis

for producing herbal formula for stimulating wound healing, involves dissolving ethanol
extract in mixture of methanol and water patent BR20020222 (164).

26. Leclere J, inventor; LAB NUXE SA (NUXBEon-standard) NUXE LAB (NUXE
Non-standard), assignee. Use of marigold extract for the preparation of a cosmetic
and/or dermatological composition for topicaphgation, to fight against signs of skin
aging pgent FR2902334A1; FR2902334B1 (165).

27. Patrick K, Jacques EJ, inventors; Bridtblers Squibb Co (BrirC) BristokMyers
Squibb Co (BrimC), assigneeCompsn. for treatment of skin lesionscontg. a
flavonoid glycoside or its free sugar and a gelling agent patent EP648496
EP64846-A1; CA2118200A; JP7188034A (166).

28. Pitt E, inventor; PITT E (PIT-Individual), assigne€lopical skincare 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 minigzes skin patent GB2485438(167).

29. Popescu EM, inventor; NATURALIA IMPEX SRL (NATMon-standard),
assigneePHYTOTHERAPEUTICREMEDY FOR THE TREATMENT ORPEPTIC
ULCER patent RO12342B1 (1698).

30. Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRi&lividual)
ANDRITOIU C V (ANDR-Individual), assignee.PHYTOTHERAPY WOUND
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HEALING OINTMENTS compositiormade of hydroalcoholic and oily total extts of
plant patent RO1285982 (169).

31. Prisacaru Al, Andritoiu CV, inventors; PRISACARU A | (PRiglividual)
ANDRITOIU C V  (ANDR-Individual), assignee. WOUND-HEALING
PHYTOTHERAPY AND APIPHYTOTHERAPY OILS AND TINCTURES having
healing effetsRO128601A2 patent RO1286A2 (170).

32. Rai MK, Wankhade S, inventors; WANKHADE S (WANHKdividual), assignee.
Preparation or extraction of oil composition used fagating e.g. dermatophytes
Microsporum canis, by hydro distilling Asteraceae plant material with solvent to obtain
essential oils/extracts, and extracting essentialeaiisacts patent IN201003393
(17D).

33. Rios Prieto A, inventor; RIOS PRITO A (PRIEIndividual), assignee.
Pharmaceutical spray formulation used for-amtammatory and analgesic action, and
treating tendinitis, blunt trauma, muscle aches, sprains, rheumatic pain and joint pain,
comprisesCalendula officinalis vitamin A andvitamin E paent ES23871041;
ES238710B1 (172.

34. Shaul Hasson Nisis A, Nisis ASH, Shaul HNA, inventors; GYNOPHARM SA
(GYNO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGL®Olon-standard) NISIS AS H
(NISI-Individual) GYNOPHARM SA(GYNO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE

SA (IGLO-Non-standard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGL®lon-standard)
GYNOPHARM SA (GYNONonstandard) IGLOO ZONE CHILE SA (IGL®on
standard), 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 ES23614B9; WO20090906242; WO20090906243;
US201031673A1; MX2010007902A1; CA2712527A1; CN101977589NA,;
VN25479A; ES2361459A8; EP2452673A2; JP201251571WV; ES2361453B1

(173.

35. Shoji F, Ito K, Tabata S, Sugimoto M, Ishii T, inventors; Nissin Shokuhin Kaisha
Ltd (Nisp-C), assigneelNew agent for curing atopic dermatiti€on@ins plat extracts
patent JP1119956A (174).

36. Silva PEB, Botélo Silva PE, inventors; PROVETS SIMOES LAB LTDA (PROV
Non-standard), assigneBharmaceutical 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 Catkila, hemostatic agent, an optional ingredient and a vehicle
patentW02010022485A1; BR200804102A2 (175).

37. Suprun AE, inventor; SUPRUN A E (SUMPRividual), assigneédgent for vaginal
douche in phase of vaginal microflora recovery following treatmentbaufterial
vaginosis and vaginal thrush (vagl yeast) patent RU24869111 (176).

38. Tacconi E, Trivio R, Rovati LA, inventors; Rottapharm Spa (RytRottapharm
Spa (RottC), assignee. Composition, useful as e.g. medicament for intimate hygiene,
comprises active substane.g. lenitive agent, antimicrobial agent and/or vegetable
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extracts, together with xanthan gum for -aidhesion of the substance to skin and
mucosae gtent EP223612A1; IT139377%B (177).

39. Telyatev VV, inventor; TELYATEV V V (TELYIndividual), assigee.Method of
treatment patients with chronic nonspecific disease of lung and respiratory ategs p
RU2121355C1(178).

40. 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. claygzalendula officinalisextract and oil, vitamin E, jujube oil dn
glycinederivatives patent RO1208&sL (179).

41. Uehara S, Onoue S, Inomata A, Takemoto H, Sasaki I, inventors; Kose Kk (Kosj
C), assigneeExternal preparation for treating skin diseases such as atopic dermatitis,
dry skin, inflammation and itching, comprises barrier functional normalization agent
and antiinflammadry agent patent JP200306394Z180).

42. Urschel MJ, Urschel TL, MoorelX inventors; URSCHEL M J (URS@dividual)
URSCHEL T L (URSGIndividual) MOORE K D (MOORIndividual), assignee.
Herbal ointment, useful e.g. to relief symptoms related to musculoskeletal and joint
related conditions, comprises e.g. an kefbsed oil, waer, alcohol, emulsifier wax,
menthol, dimethyl isosorbide amtlycerin patent US201121219€1 (181).

43. Zabolotnyi VA, Emelyanov VI, Suprun OV, inventors; ZDOROVE PHARM FIRM
(ZDOR-Soviet Institute), assignee. Preparation of-aritammatory extract "Kaleflorn+
with dichloroethane washing of the aqueous extract abdtanol extraction othe
product patent RU20902641 (182).
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