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RESUMO

As espécies do género Copaifera sdo umas das mais utilizadas na medicina popular
brasileira, sendo utilizadas no tratamento de diferentes doencgas, incluindo as que
apresentam quadros clinicos inflamatorios. A inflamacédo que é uma resposta de
defesa do organismo a diferentes estimulos, quando se torna cronica esta associada
a um grande numero de doencas. Por causa da necessidade de inovacdo
terapéutica é crescente o numero de trabalhos com nanotecnologia que buscam
melhorar a eficacia dos tratamentos. Por isso, este trabalho teve como objetivo
desenvolver microemulsées (ME) bicontinuas para a incorporacdo do Oleo de
copaiba e avaliar sua atividade anti-inflamatoria. Os componentes foram escolhidos
a partir de seu uso na literatura, em seguida o Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL) foi
calculado. A partir do EHL foi construido um diagrama de fases pseudoternario
(DFPT) utilizando agua deionizada, miristato de isopropila e o0s tensoativos
Kolliphor® HS15 e Monoestearato de Sorbitano 80 (Span® 80). Analisando o DFPT
foi selecionado um ponto de possivel formacdo de ME bicontinua, que nao
apresentou separacao de fases, sem turbidez e opticamente transparente e viscoso
para a incorporacdo do 6leo nas proporcdes de 1 e 5%. Os sistemas foram
avaliados fisico-quimicamente pela analise macroscopica e pelos testes de pH e
condutividade elétrica. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo teste de edema
de pata induzido por carragenina em camundongos Swiss. Os sistemas
apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias, com a forma de um gel
limpido, brilhante, homogéneo, transparente, sem separacao de fases ou turbidez. O
Oleo puro apresentou carater acido (4,32 + 0,07) porém quando incorporado aos
sistemas microemulsionados, as MEs apresentaram pH neutro (ME de 1% 7,34 £
0,05 e ME de 5% 7,34 = 0,4), ideal para aplicacbes tdpicas. No ensaio
farmacologico, observou-se que o 6leo possui atividade anti-inflamatéria e apos ser
incorporado a MEs o efeito tornou-se mais rapido e efetivo, significativamente iguais
aos controles positivos. Por isso, conclui-se que a utilizagdo de MEs como sistema
carreador para o Oleo de copaiba é uma importante alternativa para viabilizacdo do
uso tépico racional deste 6leo na terapéutica de processos inflamatorios.

Palavras-Chave: Antidematogénico. Copaiba. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The species of the genus Copaifera are some of the most used in brazilian folk
medicina, being used in the treatment of diferente diseases, including those that
feature inflammatory clinical. The inflammation is a defense of the organism’s
response to different stimuli, it becomes chronic is associated with a large number of
diseases. Because of the need for therapeutic innovation is increasing the number of
works with nanotechnology that seek to improve the effectiveness of treatments.
Therefore, the purpose of this work was to develop bicontinuous microemulsions
(ME) for the incorporation of copaiba oil and to evaluate its anti-inflammatory activity.
The components were chosen from your use in literature, the the Balance
Hydrophilic-Lipophilic (BHL) was calculated. From the BLH, a pseudoternary phase
diagram (PTPD) was constructed using deionized water, isopropyl myristate and
Kolliphor™ HS15 and Sorbitan 80 monostearate (Span'™ 80) as surfactants.
Analyzing the PTPD was selected a point of possible formation of bicontinuous ME,
which did not show phase separation, without turbidity, optically transparent and
viscous to incorporate the oil in proportions of 1 and 5%. The systems was physico-
chemically evaluated by macroscopic analysis, pH and eletric conductivity tests. Its
anti-inflammatory activity was evaluated by the carrageenan-induced paw edema test
in mice. The systems presented satisfactory organoleptic characteristics, with the
form of a gel clear, bright, transparent, withouts phase separation or turbidity. The oil
pure acid character presented however whe incorporated into the ME
presented a neutral ph neutro (ME 1% 7,34 + 0,05 e ME 5% 7,34 = 0,4). in the
pharmacological test was obtained that the oil has antiinflammatory activity, after
being incorporated into the ME effect becomes faster and more effective, significantly
equal to the positive controls. The use of my carrier system for copaiba oil is na
important alternative for the viability of the topical use of this oil in the treatment of
inflammatory processes.

Keywords: Antidematogenic. Medicinal plants. Copaiba.
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1 INTRODUCAO

Em muitas regides, as espécies vegetais sdo o principal recurso para o
tratamento de doencas. Estima-se que em paises em desenvolvimento as plantas
medicinais representem 80% do tratamento utilizado pela populacdo (RIBEIRO et al.,
2017; MOREIRA et al., 2010). Contudo, avaliar o potencial farmacoldgico das
espécies vegetais representa um importante campo de pesquisa no Brasil, por causa
da necessidade de inovacdo terapéutica para diversas doencas (DANTAS;
AMAZONAS, 2016; VIEGAS; BOLZANI, 2006), refletindo assim, no grande ndamero
de artigos publicados a cada ano em periddicos de diferentes areas, como quimica e
farmacologia (DUTRA et al., 2016; BARREIRO; BOLZANI, 2009; COSTA; MARTINS
2017).

Entre as plantas utilizadas na medicina popular brasileira, pode-se citar as
espécies do género Copaifera. As arvores do género sdo de grande porte e podem
viver até 400 anos. Possuem interesse comercial devido a madeira e ao 6leo-resina
(OR) conhecido popularmente como 6leo de copaiba (OC), que é extraido do tronco.
E atribuido ao OC uma vasta lista de propriedades medicinais na medicina popular,
tais como, agente anti-inflamatorio, analgésico, antidiarreico, cicatrizante,
afrodisiaco, antioxidante, antitetanico, anti-herpético, bactericida, anticancerigeno,
entre muitas outras. Além disso, o 6leo é utilizado em diversas outras aplicacdes,
como: secativo na industria de vernizes, solventes em pinturas de porcelanas,
aditivo na confeccdo de borracha, aditivos de alimentos, na industria de perfumes
como fixador de odores, na fabricacdo de cremes e sabonetes (PIERE et al., 2009;
BARBOSA et al., 2012).

O OR das diferentes espécies de copaiba é composto por uma mistura de
sesquiterpenos e diterpenos e sua etnofarmacologia demonstra grande uso no
tratamento de diferentes doencas, por isso, diversos estudos tém sido realizados
com o objetivo de comprovar o potencial farmacoldgico do dleo puro e suas fracdes.
E mais recentemente este 6leo tem sido incorporado a diferentes sistemas, como
nanoemulsdes, hidrogéis e microemulsées (LUCCA et al., 2017; VEIGA et al., 2006;
NEVES et al., 2018).

A etnofarmacologia indica o uso do OC no tratamento de diferentes doencgas

inflamatorias pela populacéo, sendo o potencial anti-inflamatdrio uma das principais
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atividades descritas e comprovadas na literatura (JUNIOR; PINTO 2002). Esta
atividade presente no OC é interessante, devido a uma elevada porcentagem da
populacado sofrer com quadros clinicos inflamatorios. Como a psoriase, que afeta de
2 a 3 % da populagcdo mundial, que tem grande impacto na qualidade de vida do
individuo e é uma doenca inflamatéria cronica da pele (SILVEIRA; NETO,;
FERREIRA, 2017).

A inflamacao, que é uma resposta da imunidade inata a um agente infeccioso
ou a uma leséo tecidual, possui como fun¢do a remocao de qualquer corpo estranho
e a recuperacdo do tecido, restabelecendo sua homeostasia. No entanto, a
permanéncia do estimulo lesivo, ou a falha na regulacdo da inflamacéo pelo préprio
organismo pode tornar o processo cronico. A cronicidade do processo inflamatoério é
prejudicial ao organismo, estando associada a diferentes doencas (GOMES et al.,
2010; WAGENER; LUNDVIG, 2013).

Um dos principais recursos para o tratamento de tais desordens sao os anti-
inflamatérios ndo esteroides (AINE), no entanto, o uso dessa classe de
medicamentos resulta em diversos efeitos colaterais, como gastrite, Ulceras
gastricas, perfuracdo gastrointestinal, disfuncdo plaquetaria, hemorragia e
comprometimento renal e quando utilizados pela via topica, secura cutanea e prurido
(MOREIRA; AFONSO; ARAUJO, 2014; FIGUEREIDO; ALVES, 2015). Dessa forma,
torna-se necessario ndo apenas a descoberta de novos farmacos com atividade anti-
inflamatodria, mas também, o desenvolvimento de sistemas carreadores eficientes
que potencializem a atividade terapéutica e diminuam os efeitos adversos do
medicamento, como as microemulsoes.

Microemulsionados sdo caracterizadas por serem termodinamicamente
estaveis, isotrépicos e translicidos. Constituidos pela mistura de dois liquidos
imisciveis, dgua e Oleo, estabilizados por um filme interfacial de tensoativos
(DAMASCENO et al., 2011). Sao sistemas carreadores, capazes de aumentar a
absorcéo do principio ativo, devido a grande concentracdo de tensoativos, aumentar
a solubilizacdo e dissolucdo de farmacos lipofilicos, e ainda possuem alta
estabilidade, protecdo dos compostos ativos contra a degradacéo, além de promover
liberagdo controlada e sustentada (FIGUEIREDO et al.,, 2013; FORMARIZ et al.,
2005)

Portanto, a necessidade de inovacdo terapéutica para desordens

inflamatdrias, associada a crescente pesquisa com sistemas estruturados em
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escalas manomeétricas, e ao baixo custo do OR que apresenta atividade anti-
inflamatéria comprovada, torna-se interessante o desenvolvimento de
microemulsdes contendo OR de copaiba. Por isso, o presente estudo avaliou o
potencial anti-inflamatério de microemulsdes contendo OR como possivel
medicamento para promover a melhora de quadros clinicos associados a disturbios

inflamatorios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Copaifera

As arvores popularmente conhecidas como copaiba, copaibeiras ou pau
d’6leo séo classificadas como pertencentes a familia Fabaceae Lindl, subfamilia
Caesaipinoideae Kunth e ao género Copaifera Linneu. O género possui
aproximadamente 72 espécies, sendo mais de 20 encontradas no Brasil, destas, 17
sao endémicas (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). As mais encontradas sdo a
Copaifera officinalis L., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne,
Copaifera langsdorffi Desf, Copaifera cearensis Huber, Copaifera guianensis Desf,
Copaifera confertiflora Bth, e Copaifera coriacea Mart. Tais espécies, consideradas
morfologicamente semelhantes sdo nativas da Africa ocidental e América do Sul,
crescendo de forma abundante nas florestas da regido norte do Brasil,
principalmente nos estados do Para e Amazonas e em algumas regifes da
Venezuela, Guiana e Colombia. (BASILE et al., 1988; PIERE et al., 2009; LEANDRO
et al., 2012).

Copaibeiras séo arvores de crescimento lento, que alcangcam até 40 metros
de altura, seu tronco € aspero, de cor escura, medindo até 4 metros de diametro.
Suas folhas sdo alternadas, pecioladas e penuladas. Seus frutos contem sementes
ovoides. As flores sdo pequenas, apétalas, hermafroditas, organizadas em paniculos
axilares. As espécies do género possuem grande longevidade, podendo viver até
400 anos. Uma das principais caracteristicas desse grupo de espécies € a producéo
de um Oleo resinoso, conhecido popularmente como 6leo de copaiba (OC), que é
extraido diretamente do tronco das arvores (JUNIOR; PINTO, 2002; PIERE et al.,
2009; MASSON et al., 2013).

O OC é também conhecido como balsamo de copaiba, copahyba,
copaibarana, copauba, copaibo, copal, maram, marimari e balsamo dos jesuitas,
porém, a designacéo mais adequada € 6leo-resina (OR) (JUNIOR; PINTO 2002). E
um produto da excrecdo e desintoxicacédo vegetal, que tem a funcéo de protecéo
contra animais, fungos e bactérias. Os OR das diferentes espécies, sao vendidos em
comércios populares em todo o pais, como feiras livres, ervanarios e lojas de

produtos naturais. As espécies do género sdao amplamente difundidas na medicina
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popular brasileira, sendo encontrados registros da utilizacdo do 6leo desde os
tempos coloniais (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012).

A origem do nome copaiba vem do tupi cupa-yba, que significa arvore de
depdsito. Existem relatos do uso medicinal do oleo por indios, feito pelos
exploradores europeus desde o século XVI. Os povos indigenas da América Latina o
aplicavam sobre ferimentos de batalhas e no coto umbilical dos recém-nascidos
(PIERE et al., 2009). A primeira citacdo encontrada referente ao o6leo foi feita por
Petrus Martius ao Papa Ledo X em 1534. Além disso, desde os primeiros anos do
descobrimento, os exploradores perceberam que animais machucados tinham o
habito de se esfregar nas arvores de copaiba. A descoberta de suas propriedades
terapéuticas ajudou os primeiros médicos brasileiros a contornar a falta de
medicamentos que normalmente teriam acesso na Europa, pois 0 seu suprimento
para a coldnia era intermitente. Logo, a planta foi indicada para diversos usos
medicinais desde os primeiros anos do descobrimento (JUNIOR; PINTO, 2002)

As copaibas sdo um dos grupos de plantas mais conhecidas e utilizadas na
medicina popular brasileira. A maioria dos trabalhos publicados sobre o género,
estdo relacionados ao OR, por possuir propriedades de grande interesse
farmacologico. O potencial farmacolégico do OR para diversas atividades
farmacologicas ja foi comprovado, o que justifica sua utilizacdo pela populacéo por
todo o pais, em geral administrado pela via oral ou topica. (NOGUEIRA et al., 2012).
E o fitoterapico mais utilizado e conhecido pelas populagdes mais pobres da regido
Norte (MEDONCA; ONOFRE, 2009). Por isso, na medicina popular o OR é indicado
por exemplo como: agente anti-inflamatério, analgésico, antidiarreico, cicatrizante,
afrodisiaco, antioxidante, antitetanico, anti-herpético, bactericida, anticancerigeno,
antitumoral, leishmanicida, no tratamento de hemorragias, paralisia, dores de cabeca
e picadas de cobra, entre muitos outros (LEANDRO et al.,, 2012; YAMAGUCHI;
GARCIA, 2012).

O OR é um liquido transparente, que apresenta um aspecto que varia de
amarelo claro para marrom avermelhado, viscoso e fluido, possui forte odor de
cumarina e sabor amargo. Pode ser estocado por dois anos sem sofrer alteracdes
de suas propriedades, podendo se transformar em resina se exposto ao ar e a luz. E
composto por uma parte resinosa nao volatil, constituida de diversos diterpenos, e
de um Oleo volatil, constituido por sesquiterpenos (SILVA; CORTESI; FUSARI,
2010a; MEDONCA; ONOFRE, 2009).
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Muitos estudos tém demonstrado que os sesquiterpenos sdo 0s constituintes
majoritarios do OR, com a concentracao variando entre 50 e 90% do total do Oleo.
Por isso, algumas vezes as atividades farmacoldgicas do OR séo atribuidas a um ou
mais sesquiterpenos nele presentes, entretanto, estes efeitos ndao devem ser
relacionados apenas a alguns poucos sesquiterpenos, pois, o0s diferentes
constituintes do 6leo podem interagir de maneira sinérgica para a promocdo da
atividade observada. Os principais sesquiterpenos encontrados no OR sdo: -
cariofileno, 6xido de cariofileno, a-humuleno, &-cadineno, a-cadinol, a e -selineno,
B-elemeno, a-copaeno, trans-a-bergamotene e B-bisaboleno (Figura 1) (SILVA;
CORTESI; FUSARI, 2010a; LEANDRO et al., 2012). Destes, o B-cariofileno é o
sesquiterpeno majoritario, tendo algumas atividades farmacoldgicas comprovadas,
como por exemplo, acdo antibacteriana, antifingica, antiedémica e anti-inflamatoria
(PIERE et al., 2009).

Os principais diterpenos que compdem o Oleo essencial sdo os acidos
hardwickico, colavenol, copaifero, copalico, entre outros. O acido copalico (Figura 2)
€ 0 Unico encontrado nos OR das diferentes espécies de copaiba, por isso, pode ser
utilizado como biomarcador no controle da qualidade do 6leo, ja que é comum este
sofrer adulteracdes sendo misturado a outros tipos de o6leos, como o 6leo de soja
(LEANDRO et al., 2012; MEDONCA; ONOFRE, 2009). O OR também pode sofrer
variacdo na sua composicdo mesmo tendo origem na mesma espécie. Junior e Pinto
(2002) relatam a ocorréncia de variagcdes nos principios ativos presentes no género
copaiba, os autores afirmam ainda que tais variagdes podem ocorrer devido a
diferentes fatores, como: alteracdes diurnas, sazonais, de intensidade de luz e
variacdo na concentracao de nutrientes do solo.

Sao vérias as atividades farmacoldgicas presentes no 0leo, por exemplo a
atividade anti-inflamatoria, cicatrizante, antisséptica, antitumoral, antibacteriana,
expectorante, gastroprotetora, diurética e analgésica. O OR apresenta atividade
antimicrobiana para uma gama de cepas bacterianas e fungicas (LEANDRO et al.,
2012; MEDONCA; ONOFRE, 2009). Entretanto, em altas concentracdes o 0leo pode
provocar irritagdes gastrointestinais, depressao do sistema nervoso central,
nauseas, sialorreia e vémito (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). Sachetti (2017)
determinou que a dose letal aguda do OR como maior que 2000mg/kg sem sinais

clinicos de toxicidade e neurotoxicidade, nas doses de 1000 e 1250 mg/kg o 6leo foi
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toxico com reducao do consumo de racdo e aumento de peso e em doses maiores 0
Oleo afetou o desenvolvimento embriofetal. Dessa forma, foi estimado que a

ingestao segura para mulheres gestantes foi de 5 mg/kg por dia.

Figura 1 - Principais sesquiterpenos encontrados no éleo-resina.
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Fonte: Leandro et al., 2012.
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Figura 2 - Acido copaélico

copalic acid

Fonte: Leandro et al., 2012.

A anti-inflamatéria é amplamente descrita na literatura, justificando sua larga
utilizacdo na medicina popular para o tratamento de doencas inflamatorias. Foi
observado que o OR e algumas de suas fra¢des inibem a formacéo do edema de
pata induzido por bradicinina e carragenina (VEIGA et al., 2006). Também foi
demonstrado seu efeito anti-inflamatorio pela inibicdo de edema induzido por acido
araquidonico, indicando que o OR pode estar envolvido na inibigdo das vias COX e
LOX, atuando como anti-inflamatoério ndo esteroide (AINE) (LUCCA et al., 2017). O
trabalho realizado por GOMES e colaboradores (2008), demonstrou que o
tratamento com o OR reduziu significativamente a expressdo dos mediadores
inflamatorios Oxido nitrico, prostraglandina E2 e o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a).

2.2 Inflamacéo

A resposta inflamatéria pode ser dividido em dois tipos, imunidade inata e
adquirida. A imunidade inata apresenta uma resposta rapida, porém limitada a um
grande numero de estimulos, sendo um de seus principais mecanismos de defesa o
processo inflamatdrio. A inflamacdo é uma resposta a uma infeccdo ao organismo
ou a uma leséo tecidual. Seu objetivo € restaurar a homeostase do tecido danificado,
por meio da remocdo do agente invasor e do reparo tecidual. E um processo
biolégico complexo, altamente regulado por mediadores quimicos enddgenos e
envolve componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias
soliveis. Tem como caracteristica cinco sinais clinicos: dor, rubor, calor, edema e
perda de funcdo (ALESSANDRI et al., 2013; CRUVINEL et al., 2010; JANIC;
GREEN, 2014).

A inflamacdo pode ser classificada em aguda ou crbnica, suas principais

diferencas estédo demonstradas na Tabela 1. Na inflamac¢éo aguda, predominam
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elementos da imunidade inata, sendo os neutréfilos e macréfagos as principais
células envolvidas, tem inicio imediato apds o estimulo e duracédo de poucos dias. A
remocao do estimulo desencadeador da resposta inflamatéria leva ao seu término e
ao reparo completo do tecido. No entanto, a permanéncia do estimulo lesivo, ou a
falha na regulacdo da inflamacao pelo préprio organismo torna o processo crénico.
(CRUVINEL et al., 2010).

Na inflamacé&o cronica, destruicdo e reparo tecidual acontecem ao mesmo
tempo. Nesta condicdo o processo inflamatério € mantido, e ocorre mudanca
progressiva dos tipos celulares e substancias sollveis presentes no tecido, que
apresentam um infiltrado de células mononucleares (mondcitos, macréfagos e
linfécitos), além de sinais de angiogénese e fibrose, pode durar meses ou anos
(CRUVINEL et al.,, 2010), também apresenta citocinas pré-inflamatorias e outros
mediadores inflamatorios como o TNF- qa, interleucina 6, inibidor do ativador do
plasminogénio angiotensinogénio, resistina, proteina C-reativa e eicosanoides com
niveis séricos elevados (GOMES et al.,, 2010). Por isso, a resposta inflamatoria
mesmo sendo um processo essencial para o organismo, quando se torna cronica
esta envolvida em diferentes doencas, como artrite reumatoide, obesidade,
aterosclerose, Alzheimer e psoriase (SILVEIRA; NETO; FERREIRA, 2017; LIMA et
al., 2007).

Tabela 1: Caracteristicas dos processos inflamatérios agudo e crénico.

Inflamacéo aguda Inflamacéo crénica

Patdgenos organicos,
radiagcao ionizante,
agentes quimicos,
trauma mecanico

Persisténcia do
estimulo inflamatorio
inicial, autoimunidade

Agente causal

Neutrofilos, mondcitos,

Células envolvidas

macrofagos, mastocitos

Macrofagos, linfécitos,
fibroblastos

Mediadores primarios

Aminas vasoativas,
eicosanoids,
quimiocinas, espécies
reativas de oxigénio

IFN- y, citocinas.
Fatores de
crescimento, enzimas
hidroliticas

Inicio Imediato Tardio
Duracéao Poucos dias Meses ou anos
Cicatrizacdo com
~ restituicdo ad integrum, | Destruicao tecidual e
Evolucédo

formacéao de abcesso
ou cronificacdo

fibrose

Fonte: Adaptado de CRUVINAL et al., 2010.
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Devido a diversas doencas que apresentam desordens inflamatorias, a busca
por novos compostos anti-inflamatorios se torna essencial. Terapias anti-
inflamatdrias tem como objetivo inibir um ou mais eventos que medeiam o processo
inflamatorio, como diminuir ou neutralizar o nivel de mediadores pro-inflamatorios
(histamina, bradicinina, serotonina, entre outros), ou inibir o recrutamento e a
ativacdo de leucécitos. As terapias incluem anti-inflamatérios AINE, anticorpos ou
inibidores que blogueiam citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, e a interleucina
1 (ALESSANDRI et al., 2013). Por isso, se torna interessante a busca n&o apenas
por novos principios ativos com atividade anti-inflamatéria, mas também, o

desenvolvimento de sistemas eficientes que transportem tais principios a biofase.

2.3 Microemulsao

2.3.1 Conceito e classificacao

Ao se realizar testes com determinado agente terapéutico, todos o0s
resultados esperados dificilmente sdo alcancados. Isso ocorre devido a diferentes
fatores inerentes ao organismo, a forma farmacéutica e ao farmaco. Entre o local de
administracéo e o tecido alvo existe uma série de barreiras biolégicas que impedem
o transporte pelo corpo, degradam e eliminam o farmaco do organismo diminuindo
assim sua biodisponibilidade. Além disso, o corpo esta sujeito aos efeitos adversos
produzidos pelo farmaco. Por estes problemas, torna-se interessante a busca por
formulacbes que visem aumentar a seguranca no uso de farmacos, minimizando
seus efeitos colaterais e aumentando sua eficacia. Os novos sistemas de liberacdo
de farmacos, como as nanoparticulas, nanoemulsées e microemulsdes (ME)
representam um campo promissor na busca desses veiculos (CAVALCANTE, 2015;
FIGUEIREDO et al., 2013; SILVA et al., 2010).

Microemulsdo pode ser definida como um sistema termodinamicamente
estavel e isotropicamente translicido, formado pela mistura de dois liquidos
imisciveis, normalmente &gua e Oleo, estabilizados por um filme interfacial de
tensoativos, localizados na interface 6leo/agua. Geralmente sdo formadas pela
combinacdo de trés a cinco componentes: agua, 6leo, tensoativo, cotensoativo e

eletrolito (DAMASCENO et al., 2011). As proporcdes de cada componente
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influenciam o sistema de diferentes formas. Por exemplo, 0 tensoativo diminui a
tensao interfacial entre dgua/oleo, logo, quanto maior a concentracdo de tensoativos
adicionada ao sistema, menor sera o tamanho de goticula (PESTANA et al., 2008).

Existem diversas diferencas entre as ME e as emulsdes. As ME s&o sistemas
termodinamicamente estaveis, com uma tenséao interfacial muito baixa devido a alta
concentracdo de tensoativos, possuem tamanho de goticulas entre 10 e 300 nm e
por isso sdo transparentes e transliucidas (DAMASCENO et al., 2011). As emulsdes
sdo sistemas termodinamicamente instaveis, com alta tensdo superficial e baixa
guantidade de tensoativos, o tamanho de suas goticulas varia entre 1 e 10 um,
possuem aparéncia turva ou leitosa (OLIVEIRA et al., 2004).

De acordo com a estrutura interna formada pela mistura dos seus
componentes, as ME podem ser classificadas em trés tipos (Figura 3). Sistemas em
gue a fase aquosa esta no interior de reduzidas goticulas de agua envoltas por
moléculas de tensoativos imersas por um meio externo continuo de o6leo, séo
classificadas como do tipo agua em oOleo (A/O). Se ocorrer o contrério, e a fase
interna do sistema for o Oleo, e a externa a agua, o sistema sera classificado como
6leo em agua (O/A). Se o sistema desenvolvido ndo formar goticulas, mas canais
em que as propor¢cdes de agua e Oleo sdo proximas, a estrutura sera classificada
como do tipo bicontinua, tais sistemas geralmente se apresentam mais VisSc0S0S,
gue é uma caracteristica interessante para sistemas desenvolvidos para aplicacao
topica (DAMASCENO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 3- Diferentes tipos de microemulsfes de acordo com sua estrutura interna.
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Fonte: DAMASCENO et al., 2011.

Winsor (1948) criou um método de classificar as ME a partir da natureza e
namero de fases liquidas nela presentes, formadas pelo excesso de 6leo e/ou &gua.
Os sistemas podem séo classificados em quatro tipos: Winsor I, Il, Il e IV (Figura 4).

Os sistemas tipo Winsor | e Il se apresentam bifasicos, no entanto, o sistema |
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ocorre quando uma porgéo da fase oleosa se encontra na parte superior do
sistema homogéneo, o sistema tipo Il ocorre quando existe excesso de agua na
porcao inferior do sistema. No tipo Ill, o sistema apresenta-se trifasico, com excesso
de 4gua na porcédo inferior e de 6leo na porgéo superior. O tipo IV ocorre quando o
sistema se apresenta completamente homogéneo e monofasico.

As MEs apresentam diversas vantagens como sistema carreador: aumentam
o potencial de absorcdo devido a grande concentracdo de tensoativo, aumento da
solubilizacdo e dissolugcdo de farmacos lipofilicos, possuem alta estabilidade,
protecdo dos compostos ativos contra a degradacdo, promovem liberacéo
controlada e sustentada e por possuir elevada superficie de contato, facilitam o
transporte transdérmico. Utilizadas para a incorporacdo de diferentes classes de
farmacos, como AINEs, antineoplasicos, imunossupressores, antimicrobianos,
anestésicos, entre outros. As MEs podem ser aplicadas por via oral, ocular, tépica,
dérmica, transdérmica, parenteral, pulmonar, vaginal, retal e nasal (DAMASCENO et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2004). Por essa versatilidade, sdo encontradas diferentes
patentes de microemulsdes em diferentes regides do planeta, sendo 0os maiores

depositarios de pedidos de patentes os paises asiaticos (FIGUEIREDO et al., 2013).

Figura 4 — Sistemas formados de acordo com a classificagdo de Winsor.
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Fonte: Winsor, 1948.

A forma mais comum de desenvolver os sistemas microemulsionados, ocorre
através do diagrama de fases pseudoternario (DFPT). Com esta ferramenta, é
possivel descrever em quais condicdes experimentais serd possivel obter sistemas
como: emulsdes liquidas opacas ou géis opacos, sistema com separagdo de fases e
sistemas microemulsionados, caracterizados por serem translicidos ou opticamente
transparentes. Também é possivel observar as regides limites de transicdo entre

esses sistemas. Os DFPT sao obtidos pelos métodos de titulacdo ou preparacao de
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um grande numero de amostras de diferentes composi¢bes. S@o geralmente
construidos em duas dimensdes (SCHMIDTHS et al., 2009).

Como representado na Figura 5, o DFPT possui trés veértices, um representa
a fase aquosa do sistema, outro a fase oleosa e o Ultimo a mistura do tensoativo
mais o0 cotensoativo. As graduacgdes laterais representam a porcentagem de cada
componente, e qualquer ponto dentro do diagrama a mistura dos componentes dos
trés veértices em suas proporcdes precisas. Além disso, o DFPT permite que o
pesquisador escolha a regido com viscosidade adequada para a incorporagéao do
composto de interesse (farmacos, extratos e Oleos vegetais, entre outros) (;
PESTANA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2004). Por exemplo, uma regido com maior

viscosidade para aplicacao pela via topica.

Figura 5 - Diagrama de fases pseudoternario.

Fonte: DAMASCENO et al., 2011

2.3.2 Microemulsdo para uso topico

A via tépica apresenta algumas vantagens para administracdo de
medicamentos, como néo sofrer metabolismo de primeira passagem, que ocorre
com os medicamentos administrados por via oral, ndo tendo sua biodisponibilidade

reduzida, também nado expde o trato gastrointestinal do individuo aos efeitos
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potencialmente téxicos dos compostos ativos, diminuindo seus efeitos adversos
(MARTINS; VEIGA 2002).

A pele é composta por trés camadas, a epiderme, derme e a hipoderme
(Figura 6). A camada mais superficial da epiderme, denominada extrato cérneo, € a
principal barreira para a permeagdo de compostos por esta via. Por isso, se torna
importante o desenvolvimento de formulacdes que contenham caracteristicas fisico-
guimicas que permitam a permeacdo no extrato corneo de forma eficiente.
Comparada a formulagdes convencionais, MEs apresentam boa permeacdo no
extrato corneo, considerada um veiculo eficiente para uso por via topica, agindo
como promotor da permeacdo e direcionamento eficiente de farmacos através da
pele (SILVA et al., 2010b).

Figura 6 — As camadas da pele.

Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Fonte- Silva et al., 2010

Por tanto, o estudo e desenvolvimento de MEs para uso tépico tonou-se um
campo promissor na pesquisa de novos sistemas de liberagdo de farmacos, pois,
pode ser utilizada em diferentes aplicagbes terapéuticas, como veiculo para agentes
com atividade antimicrobiana, antineoplasica, cicatrizante, anti-inflamatéria, entre
outros (CAVALCANTI., 2015)
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. 3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria de sistemas microemulsionados contendo

OR de Copaifera multijuga administrados pela via topica.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um diagrama de fases pseudoternario para a obtencdo da regido
de formagé&o de sistemas microemulsionados bicontinuos para uso topico;

e Selecionar a regidao do diagrama em que se formaram sistemas
microemulsionados bicontinuos para a incorporacédo do OR;

e Caracterizar fisico-quimicamente as formula¢des obtidas, avaliando o aspecto
macroscopico, pH e a condutividade elétrica dos sistemas;

e Avaliar o potencial anti-inflamatorio dos sistemas microemulsionados com o
OR incorporado através do teste de edema de pata induzido por carragenina

em camundongos Swiss.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material

e Oleo de copaiba: O 6leo de copaiba foi extraido diretamente do tronco de
arvore da espécie Copaifera multijuga Hayne na Reserva Ducke do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

e Polietilenoglicol (15) - hidroxiestearato (Kolliphor® HS15 Sigma- aldrich®,
Alemanha);

e Monoestearato de Sorbitano 80 (Span 80®, Sigma-aldrich, Alemanha);

e Miristato de isopropila (All Chemistry®, Brasil);

e Agua deionizada ultrapura Milli-Q (Millipore®, Alemanha);

e Agua deionizada (GEHAKA®, Brasil).

4.2 Selecao dos componentes das formulacdes

Os componentes utilizados para o desenvolvimento das formulagbes foram
escolhidos com base na literatura, em que se optou por componentes com boa
estabilidade oxidativa, que nao irritassem a pele e possuissem utilizacdo conhecida
em sistemas para uso tépico. Em seguida foi determinado o Equilibro Hidréfilo-
Lipdfico (EHL) do sistema.

Para o desenvolvimento de sistemas nanaoestruturados € importante a
determinacdo do EHL, que é um parametro para a formulacdo de sistemas
nanodispersos (REIS, 2017). O valor do EHL foi determinado a partir da mistura de
tensoativos empregados para o desenvolvimento da formulagédo, utilizando a

Equacéo:

(EHLA x % A)+ (EHLB x % B)
100

EHL mistura =

Sendo:
EHLA = EHL do tensoativo A;

EHLB= EHL do tensoativos B;
% A = Porcentagem do tensoativo A,

% B=Porcentagem do tenso ativo B;
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Considerando o valor do EHL para Kolliphor® HS15 como sendo 13.03 e do Span®
80 o valor de 4,3.

4.3 Diagrama de fases pseudoternario (DFPT)

O DFPT foi obtido a partir da mistura dos tensoativos (Kolliphor® HS 15 e
Span® 80) na proporcdo 9:1. A mistura de tensoativos foi adicionada a fase oleosa
(miristato de isopropila (MIP) nas proporgdes de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5.5, 6:4, 7:3,8:2 e
9:1. Em seguida, foram feitas titulacbes de &gua deionizada em proporgoes
previamente estabelecidas ao sistema. Apos cada adicdo de agua a mistura era
homogeneizada com 3 ciclos de agitacdo no sonicador ultrassénico (Modelo USC-
1800, Unique®, Brasil) durante um minuto, seguido de um minuto na lavadora
ultrassénica (Modelo USC -5000, Unique®, Brasil) para a retirada de possiveis
bolhas do sistema. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente (25 + 0,5
°C).

As modificagcdes que ocorreram ao sistema apds a adicdo de cada aliquota de
agua eram observadas visualmente e classificadas em: Emulsdo liquida opaca
(ELO), emulsdo liquida leitosa (ELL), sistema semi-soélido opaco (SSO),
microemulsdo (ME), nanoemulsdo (NE) e microemulséo bicontinua (MEB). Mediante
as proporcdes dos componentes da formulacéo e as alteracbes observadas o DFPT
foi desenvolvido através do software Origin® 8.

4.4 Selecao da formulagéo e incorporagéo do 6leo de copaiba

Apoés a construcdo do DFPT a regido para a incorporacdo do OR de C.
multijuga e realizacdo dos testes de caracterizacao foi aquela que nao apresentou
separacao de fases, sem turbidez, do tipo bicontinua e opticamente transparente. O
OR foi incorporado ao sistema nas proporc¢des de 2,89% e 14,49% da fase oleosa o

gue corresponde a 1% e 5% da formulagéo, respectivamente.

4.5 Caracterizagao fisico-quimica

4.5.1 Aspecto macroscopico

Para a analise macroscopica as formulacbes sem o OR e com o OR
incorporada a 1 e 5% foram analisadas através da observacdo visual. Diferentes
aspectos como: coloracdo, homogeneidade, ocorréncia de separagédo de fases e a

presenca de precipitados foram avaliados apds um periodo de 48 horas. As
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amostras foram armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente (25 £ 0,5
°C).

4.5.2 pH

O pH das formulacdes foi avaliado através de pHmetro digital (Modelo mPA
210, Tecnopon®, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, que foi
calibrado previamente com solucdes tampéao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25
+ 0,5 °C. As determinagOes dos valores de pH foram realizadas em triplicata com

introducédo do eletrodo diretamente no interior da formulagao.

4.5.3 Condutividade elétrica

A condutividade das microemulsdes contendo 1 e 5% do OR, bem como o
proprio oleo foram avaliadas através de condutivimetro digital (Modelo mCA 150, Ms
Tecnopon®, Brasil), calibrado com uma solucdo de calibracdo apresentando
condutancia especifica de 1413 S cm™, & temperatura de 25 + 0,5 °C.

4.6 Ensaio farmacoldgico

4.6.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-35g) provenientes do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande/PB (Acordo de
Mutua Cooperacdo - Edital de Chamamento Publico 001/2013 UEPB/PROAD-
CONV). Estes animais foram mantidos com temperatura (22+1 °C) e umidade (60-
80%) controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas e com 4gua e racao ad libitum.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientacdes para 0s
cuidados com animais de laboratério e normas e consideracdes éticas aprovadas
pelo Comité de Etica no uso de animais da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Campina Grande/PB (NUMERO DO PROJETO: 0039/18122013; CIAEP/CONCEA
N°: 01.001.2012) (Anexo A).

4.6.2 Inducdo do edema de pata

O edema de pata em camundongos (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962; LEVY,
1969) foi induzido pela injecdo subcutanea de 20 pL de carragenina (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, USA, 1% p/v em salina estéril 0,9 %) na regido plantar da pata
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posterior direita (NI et al., 2003; KIM et al., 2014). Os tratamentos foram aplicados
topicamente 30 minutos antes inducdo do edema (KHULLAR et al., 2012),

massageando-se o local com 50 movimentos.

4.6.3 Grupos e tratamentos

Sete grupos, contendo 6 animais cada foram utilizados neste estudo,
conforme descri¢cao abaixo:

Grupo 1. Microemulséo sem OR e salina (MB + SAL): controle negativo: animais que

receberam a aplicacdo topica de 300 mg de microemulsdo sem OR (Microemulséo
branca MB) seguida pela injecao intraplantar de 20 pL de salina na pata posterior
direita;

Grupo 2: Microemulsdo sem OR e carragenina (MB + CAR): animais que receberam

a aplicacao topica de 300 mg de microemulsdo sem OR (MB) seguida pela injecéo
intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata posterior direita;

Grupo 3: Dexametasona e carragenina (DEXA + CAR): controle positivo: animais

gue receberam a aplicacéo tdpica de 300 mg de creme de acetato de dexametasona
10mg/g seguida pela injecédo intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata
posterior direita;

Grupo 4: Diclofenaco e carragenina (DICLOF + CAR): controle positivo: animais que

receberam a aplicacdo tépica de 300 mg de gel creme de diclofenaco dietilambnio
10mg/g seguida pela injecéo intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata
posterior direita;

Grupo 5: Microemulsdo 1% e carragenina (M1 + CAR): animais que receberam a

aplicacdo toépica de 300 mg de microemulsdo 1% de OR seguida pela injecéo
intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata posterior direita,;

Grupo 6: Microemulsdo 5% e carragenina (M5 + CAR): animais que receberam a

aplicacao toépica de 300 mg de microemulsdo 5% de OR seguida pela injecao
intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata posterior direita,;
Grupo 7: Oleo de copaiba e carragenina (COPAIBA + CAR): animais que receberam

a aplicacdo topica de 300 mg de dleo de copaiba in natura seguida pela injecao
intraplantar de 20 pL de carragenina 1% na pata posterior direita.
Ao final do experimento (depois da ultima afericdo da espessura da pata, 4h

apos a injecdo intraplantar de carragenina), todos os animais foram eutanasiados
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através de anestesia inalatéria profunda (halotano 3%) seguida de deslocamento
cervical (CFMV, 2012).

4.6.4 Espessura da pata

A espessura dorso-plantar da pata posterior direita foi mensurada através de
um paquimetro (digital caliber, 0-150 mm, Messen®). Previamente & administrac&o
de carragenina ou salina foi feita a leitura inicial da espessura da pata direita em
todos os animais (medida basal). As medidas da espessura foram novamente
aferidas, pelo mesmo experimentador, 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a injecao intraplantar.

O tamanho do edema (A edema) foi calculado subtraindo-se a medida da
espessura dorso-plantar da pata direita nos diversos tempos apds a injecdo da
carragenina ou salina (1, 2, 3 ou 4h) da medida basal (KIM et al., 2013; LIAO et al.,
2013; MAIOLI et al., 2015; MIZOKAMI et al., 2016). A habilidade dos tratamentos
em inibir a reacédo inflamatoria foi expressa como a percentagem de inibicdo da
inflamac&o obtida através da férmula abaixo (OJHA et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Inibicdo da inflamacéo (%) = 1- Média do tamanho do edema no grupo tratado x 100
Média do tamanho do edema no grupo controle negativo

4.6.5 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + EPM. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas através da ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Newman Keuls e consideradas significativas quando p<0,05. As analises estaticas e

gréficos foram feitos utilizando-se o software GraphPad Prism® 6.1
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecédo dos componentes das formulacdes

Para a formagdo de sistemas microemulsionados um importante fator € a
escolha dos componentes utilizados no seu desenvolvimento. Para MEs de uso
topico, a escolha de tensoativos e da fase oleosa que ndo provoquem irritacdo na
pele e auxiliem na permeacao € uma etapa fundamental (CAVALCANTI, 2015).

Na escolha da fase oleosa algumas caracteristicas do componente devem ser
levadas em consideracdo, como: auséncia de toxicidade, de irritabilidade e alta
estabilidade fisico-quimica. A fase oleosa do sistema, MIP, tem sido utilizado em
diferentes estudos com MEs, podendo ser empregado para a formulacdo de
sistemas com diferentes estruturas internas (A/0, O/A e bicontinuas) (MONTEIRO,
2011).

Para MEs destinadas ao uso tépico, os tensoativos ndo ibnicos sdo 0s mais
utilizados, por possuirem menor toxicidade comparados ao tensoativos ibnicos,
capacidade de manter seu desempenho numa ampla faixa de pH e possuir boa
compatibilidade cutanea (BORGES, 2011). Devido a isso, 0S tensoativos
selecionados foram o Kolliphor® HS15 e o Span® 80.

Apoés a sele¢do dos componentes o EHL, que representa a fragdo relativa
entre a porcao hidrofilica em relacdo a porcédo hidrofébica de cada componente foi
calculada. (GUIMARAES, 2013). O Miristato de Isopropila possui EHL de 11,5, deste
modo, para a construcao do diagrama os tensoativos teriam que possuir a soma dos
seus EHL’s o mais proximo do EHL do 6leo, favorecendo a formag&o de sistemas
micromeulsionados mais estaveis. Considerando o valor do EHL do tensoativo
Kolliphor HS15 como sendo 13,03 e o do Span 80 como sendo 4,3, a propor¢cao de
9:1 foi escolhida para obtencdo do diagrama, pois nesta propor¢céao é possivel obter

formulagces com valor de EHL igual a 12,02.

5.2 Diagrama de fases pseudoternario

A DFPT demonstrou-se uma ferramenta Util para identificacdo das proporcdes
dos componentes para a formacao de sistemas microemulsionados. A partir da sua
construcdo os componentes podem ser escolhidos de forma previa, sendo

favoravelmente econémico (BERA et al., 2014). A Figura 7 representa o DFPT obtido
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a partir da mistura dos componentes: MIP (fase oleosa), agua destilada (fase
aquosa) e Kolliphor® HS 15 e Span® 80 (tensoativos). E possivel observar os
diferentes tipos de sistemas formados a partir da mistura em diferentes proporcdes
desses componentes. A regido escolhida para incorporacédo do OR (destacado no
diagrama) foi a que se apresentou transparente, translucido e com aspecto de um

sistema bicontinuo.

Figura 7 - Sistemas obtidos no diagrama de fases pseudoternario.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Diagrama de fases pseudoternario obtido a partir da mistura de KoIIiphor® HS15 e Span®
80, miristato de isoptopila e agua destilada. Emulséo liquida opaca (ELO), emulsédo liquida leitosa
(ELL), sistema semi-sélido opaco (SSO), microemulsdo (ME), nanoemulsdo (NE) e microemulsdo
bicontinua (MEB).

5.3 Selegéo da formulacéo

A Tabela 2 demonstra a propor¢cdo dos componentes utilizados para a
formacdo das ME. O OR foi incorporado ao sistema na propor¢cdo de 2,89% e
14,49% na fase oleosa, que corresponde respectivamente a 1% e 5% da

formulacao.
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Tabela 2 — Composicao da formulacdo selecionada 1% e 5%, respectivamente

Componentes Funcéo Porcentagem
FORMULACAO A 1%
Miristato de isopropila Fase oleosa 33,5
Kolliphor® HS 15 + Tensoativos 34,5%
Span® 80
Agua destilada Fase aquosa 31,0%
Oleo de copaiba Principio ativo 1%
FORMULACAO A 5%
Miristato de isopropila Fase oleosa 29,5%
Kolliphor® HS 15 + Tensoativos 34,5%
Span® 80
Agua destilada Fase aquosa 31,0%
Oleo de copaiba Principio ativo 5%

Fonte: Dados da pesquisa
5.4 Aspecto macroscopico
A andlise macroscoépica foi realizada apds 48 horas do preparo das MEs
(FIGURA 8). Esta andlise permite verificar se os sistemas possuem caracteristicas
correspondentes a uma ME verdadeira, como: limpidez, auséncia de material
precipitado, separacdo de fases, homogeneidade, transparéncia e estabilidade
termodinamica (SILVEIRA, 2009).

Figura 8 - Aspecto macroscépico das formulacdes apds 48 horas
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Fonte: dados da pesquisa



38

Os sistemas apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatérias, com a
forma de um gel limpido, brilhante, homogéneo, transparente, sem separacao de
fases ou turbidez. As caracteristicas organolépticas encontradas nos sistemas apos
0 armazenamento sdo semelhantes aos sistemas quando recém formulados,

indicando uma boa estabilidade.

5.5 pH e condutividade elétrica

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para a condutividade elétrica e pH
das formulag@es e do 6leo in natura. Segundo Silva e colaboradores (2009) o pH de
formulacdes para aplicacfes cutaneas deve ser entre 5,5 e 8,0. Como demonstrado
0 pH do dleo é de 4,32 + 0,07 e dessa forma sua aplicacdo diretamente na pele
torna-se incompativel. No entanto, ao ser incorporado aos sistemas
microemulsionados torna-se viavel sua aplicacdo por via topica, ja que tanto a ME a
5% (7,34 £ 0,4) quanto a ME de 1% (7,34 = 0,05) possuem pH em torno da
neutralidade e, dessa forma, tornam-se apropriadas para administracdo por via
topica. Portanto, as MEs sao sistemas interessantes que podem carrear compostos

acidos pela via topica diminuindo as chances de irritagao.

Tabela 3 - caracteristicas fisico-quimicas do 6leo in natura e das microemulsdes

Sistemas pH Condutividade elétrica
(uS/cm)
Oleo 4,32 + 0,07 410, 8 £ 0,80
ME 1% 7,34 £ 0,05 92,68 + 0,55
ME 5% 7,32+0,4 124,3+0, 72

Fonte: Dados da pesquisa

O valor da condutividade elétrica do 6leo de 410,8 £ 0,80 uS/cm é um valor
alto quando comparado aos sistemas microemulsionados bicontinuos. A ME a 1%
possuiu o valor de condutividade elétrica de 92,68 + 0,55, enquanto a ME de 5% o
valor de 124,3 + 0, 72. Essa diferenca nos valores de condutividade entre as ME
pode ser explicada pela diferenca de concentracdo do 6leo em cada uma. Como o

Oleo possui alto valor de condutividade a ME de 5% por possuir maior concentracao



39

deste, teve um valor maior de condutividade quando comparado a ME de 1%, ja que

esta possui menor quantidade do 6leo.

5.6 Ensaio farmacolégico

Com o objetivo de avaliar o potencial anti-inflamatério das MEs desenvolvidas
foi realizado o ensaio farmacoldgico de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos Swiss. A injecdo intraplantar de carragenina provoca um processo
inflamatorio local, que ocorre através do surgimento de inchaco e eritema, que sédo
caracteristicas do processo inflamatorio. O tamanho do edema apresenta um
aumento considerado tempo-dependente, onde o maximo do aumento € alcancado
apos 4 horas da injecao de carragenina (CAVALCANTI, 2015). A formacédo do edema
pode ser dividida em duas fases. A primeira ocorre até duas horas ap0s sua inducéo
devido a liberacédo de histamina, serotonina e bradicinina. A segunda ocorre entre a
segunda e quarta hora, por meio da liberacdo de prostaglandinas (DI ROSA., 1972).

Apés uma hora da inducdo do edema, a espessura dorso-plantar da pata
direita dos animais foram medidas e os resultados estdo demonstrados na Figura 8.
Observa-se que ndo houve diferenca estatistica no tamanho do edema em nenhum
grupo. O grupo tratado com microemulsdo sem OR (MB) apresentando crescimento

do edema de 0,4 mm.

Figura 9 - Efeito anti-inflamatério do OR in natura ou incorporado a sistemas microemulsionados apés

uma hora da inducdo do edema de pata por carragenina.
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Fonte: Dados da pesquisa.



40

Legenda: Efeitos da administracdo tépica prévia de Microemulsao contendo 1% ou 5% de éleo de
copaiba ou do 6leo de copaiba in natura sobre o tamanho do edema de pata avaliado 1 hora apds a
injecdo de 20 pL carragenina ou salina na pata direita. MB: Microemulsdo sem OR; Sal: Solucéo
salina 0,9%; CAR: solucdo de carragenina 1%; M1: Microemulsdo contendo 1% de 6leo de copaiba;
M5: Microemulsio contendo 5% de 6leo de copaiba; COPAIBA: 6leo de copaiba in natura; DICLOF:
Gel creme de diclofenaco dietilamdnio 10 mg/g; DEXA: Creme de acetato de dexametasona 10mg/g.

A Figura 9 demonstra os efeitos dos tratamentos na segunda hora apds a
inducdo do edema por carragenina. O tratamento com a MB, 30 minutos antes da
injecdo de carragenina na pata causou um aumento de 0,7 mm em sua espessura
dorso-plantar, comparado com o grupo controle MB+SAL (0,23 mm). O tratamento
com o 6leo de copaiba in natura ndo causou diferenca significativa na reducdo do
edema. No entanto, todos o0s demais tratamentos (M1+CAR, M5+CAR,
DICLOF+CAR e DEXA+CAR), que na primeira hora ndo apresentaram diferenca
sobre o tamanho do edema em relacdo aos controles, apos duas horas da inducéo,
apresentaram atividade antiedematogénica. A primeira fase da inflamacéo ocorre,
devido liberagc&o de histamina, serotonina e bradicinina. Os efeitos anti-inflamatorios
demonstrados pelos tratamentos podem estar relacionados a uma redugao destes
mediadores ou ao bloqueio direto dos receptores de cada mediador (GOMES et al.,
2010).

Figura 10 - Efeito anti-inflamatério do OR in natura ou incorporado a sistemas microemulsionados
apos duas horas da inducdo do edema de pata por carragenina.
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Legenda: Efeitos da administracdo tépica prévia de Microemulsao contendo 1% ou 5% de éleo de
copaiba ou do 6leo de copaiba in natura sobre o tamanho do edema de pata avaliado 2 horas apés a
injecdo de 20 pL de carragenina ou salina na pata direita. *Diferente do grupo MB+SAL (p<0,05). MB:
Microemulsdo sem OR; Sal: Solucdo salina 0,9%; CAR: solucdo de carragenina 1%,; MI1:
Microemulsdo contendo 1% de 6leo de copaiba; M5: Microemulsdo contendo 5% de 6leo de copaiba;
COPAIBA: 6leo de copaiba in natura; DICLOF: Gel creme de diclofenaco dietilaménio 10 mg/g;
DEXA: Creme de acetato de dexametasona 10mg/g.

Os grupos tratados com os controles positivos diclofenato (DICLOF+CAR) e
dexametasona (DEXA+CAR) apresentaram um edema de 0,54 e 0,55 mm, o que
correspondente a uma inibicdo do edema de 21 e 22% respectivamente. O
tratamento com a M5 (Microemulsdo contendo 5% do OR incorporado) causou uma
inibicdo de 20% no edema (0,56mm), e de 34% quando a M1 (microemulséao
contendo 1% do OR incorporado) foi usada (0,46 mm), sendo esta a maior inibicdo
observada entre os tratamentos Esses resultados diferem dos descritos por Veiga e
colaboradores (2006), que avaliaram a atividade anti-inflamatéria do OR de copaiba
através da sua administracdo por via intraperitoneal, como resultado, se obteve uma
pequena inibicdo do edema apds quatro horas da sua inducdo. As respostas mais
rapidas observadas nos grupos tratados com M1 e M5, podem ser justificadas, pela
incorporacdo do 6leo em sistemas microemulsionados. Esses sistemas promovem o
transporte e liberacdo de compostos de forma eficiente, que mesmo em
concentracdes baixas (1 e 5% respectivamente), apresentaram melhor resposta que
0 Oleo in natura, indicando o0 potencial farmacolégico dos sistemas
microemulsionados comparados as formas farmacéuticas convencionais
(DAMASCENO et al., 2011).

A Figura 10 demonstra os resultados obtidos para os diferentes tratamentos
apos trés horas da inducdo do edema de pata por carragenina. E possivel observar
que todos os tratamentos inibiram significativamente o aumento do edema. O grupo
tratado com MB apresentou um edema de 1 mm. Ja o grupo tratado com o 6leo de
copaiba in natura, que ainda néao tinha apresentado uma resposta anti-inflamatoria,
apresentou uma significativa inibicdo do edema (35%, com um edema de 0,65mm),
semelhante aos grupos M5 e DEXA. A alta concentragdo de terpenos no Oleo pode
criar poros na pele que proporcionam melhor permeacdo de moléculas polares, e,
dessa forma, o Oleo além de apresentar atividade anti-inflamatoria, também atua

como promotor da permeacdo (FORSTER et al., 2009).
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Figura 11 - Efeito anti-inflamatério do OR in natura ou incorporado a sistemas microemulsionados
apos trés horas da indugao do edema de pata por carragenina.
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Legenda: Efeitos da administracdo tépica prévia de Microemulsdo contendo 1% ou 5% de 6leo de
copaiba ou do 6leo de copaiba in natura sobre o tamanho do edema de pata avaliado 3 horas apés a
injecdo de 20 pL carragenina ou salina na pata direita. *Diferente do grupo MB+SAL, #Diferente do
grupo MB+CAR, (p<0,05). MB: Microemulsdo sem OR; Sal: Solug&o salina 0,9%; CAR: solugéo de
carragenina 1%; M1: Microemulsdo contendo 1% de 6leo de copaiba; M5: Microemulsdo contendo
5% de Oleo de copaiba; COPAIBA: 6leo de copaiba in natura; DICLOF: Gel creme de diclofenaco
dietilaménio 10 mg/g; DEXA: Creme de acetato de dexametasona 10mg/g.

Os grupos M5 e DEXA apresentaram um edema de 0,66 e 0,60 mm
(correspondentes a uma inibicdo do edema de 34 e 40% respectivamente). Os
grupos tratados com DICLOF e o M1 apresentaram as melhores taxas de inibicdo do
edema na terceira hora apos sua inducdo. O grupo DICLOF apresentou o tamanho
do edema de 0,51 mm (correspondente a uma inibicdo de 49%), e o grupo M1
continuou a apresentar os melhores resultados com um edema de 0,50 mm
(correspondente a uma inibicdo de 50%).

ApOs quatro horas da inducdo do edema, nenhum dos tratamentos
apresentou atividade antiedematogénica significativa (Figura 11). Esses resultados
corroboram com os encontrados por Neves e colaboradores (2017), onde foram
desenvolvidos sistemas microemulsionados contendo OR de copaiba do tipo O/A
para aplicacdo tdpica, observou-se que as MEs apresentaram atividade
edematogénica até a terceira hora apds a inducédo do edema por carragenina. Dessa
forma, MEs contendo OR tornam-se promissores agentes na terapéutica para

desordens inflamatarias, especialmente para inflamacdes agudas.
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Figura 12 - Efeito anti-inflamatério do OR in natura ou incorporado a sistemas microemulsionados
apos quatro horas da indugéo do edema de pata por carragenina.
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Legenda: Efeitos da administracdo tdpica prévia de Microemulsdo contendo 1% ou 5% de Oleo de
copaiba ou do 6leo de copaiba in natura sobre o tamanho do edema de pata avaliado 4 horas apos a
injecdo de 20 pL carragenina ou salina na pata direita. *Diferente do grupo MB+SAL(p<0,05). MB:
Microemulsdo sem OR; Sal: Solucdo salina 0,9%; CAR: solucdo de carragenina 1%; ML1:
Microemulsao contendo 1% de 6leo de copaiba; M5: Microemulsé@o contendo 5% de dleo de copaiba;
COPAIBA: 6leo de copaiba in natura; DICLOF: Gel creme de diclofenaco dietilaménio 10 mg/g;
DEXA: Creme de acetato de dexametasona 10mg/g.

Os resultados obtidos demonstram a efetividade das ME como sistema
carreador. Em que os grupos tratados com as ME contendo o OR demonstraram
possuir atividade de inibicdo do edema iguais e até mesmo superior aos controles
positivos. A M5 apresentou atividade antidematogénica significativamente igual ao
dexametasona, e a M1 mostrou atividade superior a dexametasona e igual a o
diclofenato. O dleo in natura apresentou atividade tardia comparada aos sistemas

com o 6leo incorporado, e inferior a M1.
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6 CONCLUSAO

O DFPT demonstrou ser uma ferramenta Gtil e reprodutivel no estudo de
sistemas microemulsionados;

O OR apresentou atividade anti-inflamatéria;

A incorporacdo do OR em sistema microemulsionado do tipo bicontinuo
otimizou os efeitos anti-inflamatérios do 6leo. A M5 apresentou resultados
estatisticamente iguais ao acetato de dexametasona e a M1 iguais ao
diclofenato dietilamonio;

A utilizacdo de ME como sistema carreador para o0 OR é uma importante
alternativa para viabilizacdo do uso topico racional deste Oleo na
terapéutica de processos inflamatérios;

Contudo, diferentes testes ainda devem ser realizados para avaliar o
potencial terapéutico das MEs contendo OR de copaiba para doencas

com diferentes quadros clinicos.
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ANEXO A — PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -
CEUA/CESED - PB

Titulo do Projeto:
Oleos Vegetais da Flora Brasileira Aplicados a Nanomedicina

3. Objetivo:
Desenvolver microemulsdes de 6leos

vegetais COMO NOVOS medicamentos fitoterapicos.

4. Consideracoes:
O projeto apresentado esta bem descriminado € coerente com as NOIMASs de

utilizagdo de animais. Cumprindo 0s requisitos da Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, e as |

j ] demais normas aplicaveis a utilizagdo de animais para 0 ensino € pesquisa, especialmente as
; resolugoes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA. O
'

protocolo de pesquisa esta devidamente preenchido, com todos os itens solicitados entregue a

CEUA/CESED, porém o colegiado sugere que scja feito um grupo controle com animais que

!
i e
: recebessem apenas a medicagao estudada.

5, Parecer Final:
APROVADO




