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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E
MUTAGENICA DE MICROEMULSAO TOPICA CONTENDO
OLEO DE COPAIBA

SILVA, Dayanne Tomaz Casimiro

RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade topica anti-inflamatoria do 6leo
de copaiba incorporado a uma microemulsdo, assim como a sua atividade mutagénica
pelo teste de micronucleos em eritrocitos de camundongo. Os Diagramas de Fases
Pseudoternario (DFPT), desta pesquisa, foram obtidos por inspe¢do visual das misturas
dos componentes Labrasol® (T)/Plurol Oleique® (CO), 6leo de copaiba e agua para o
teste da avaliagéo da atividade antiedematogénica. Foram utilizados ratos Wistar, Rattus
norvegicus var. albinus, machos. Foi determinada pela técnica da inducdo do edema de
pata por carragenina 1%. O ensaio de mutagénicidade foi realizado pela técnica de
micronucleo e foi utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino). Foi
realizada incisdo na regido dorsal com o auxilio de um Punch e durante 30 dias
acrescentados 5ul das microemulsdes. A ferramenta do diagrama de fases
pseudoternarios mostrou-se simples e reprodutivel para o preparo de ME contendo o
6leo de copaiba. A formulacdo ME-F6 apresentou atividade aguda superior ao controle
positivo (emulgel DDA). J& formulacdo ME-F2 apresentou efeito mais tardio (a partir
da terceira hora), porém menos intenso que o controle positivo e comparavel ao 6leo
puro. Na atividade mutagénica, verificou-se que as amostras ME-F2 e ME-F6 ndo
apresentaram potencial mutagénico, considerada, seguro, quanto ao uso topico.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos naturais. Antiedematogénica. Micron(cleo.



1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para tratamento cura e prevencdo de doencas tem
sido descrito por muitos povos desde os tempos mais remotos. Devido a esse uso,
surgiram interesses comerciais e cientificos e, por isso, tornou-se necesséria a avaliacéo
da eficécia e seguranca dessas plantas (LOURENCO, et. al., 2009).

Os Oleos vegetais naturais apresentam inumeras vantagens para uso terapéutico,
como baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade que € a capacidade que algumas
substancias quimicas tém de poderem ser usadas como substratos por micro-organismos
e sdo renovaveis quanto a disponibilidade em relacdo aos derivados de petroleo que séo
finitos (XAVIER JUNIOR, 2011).

Plantas do Género Copaifera, conhecido popularmente como copaiba, séo
arvores da familia das Leguminosae-Caesalpinoideae (NOGUEIRA, 2012). O material
exsudado destas arvores, tradicionalmente obtidos pela perfuracdo do tronco é chamado
de 6leo de copaiba ou oleoresina, um liquido transparente, cuja cor varia do amarelo ao
marrom claro (MASSON, et. al., 2013). Com o tempo, observou-se um aumento no
interesse por este 6leo, principalmente no campo farmacéutico, devido ao seu uso na
medicina popular para a cura de varias doencas: amigdalite, Glceras, no trato urinario,
feridas, bem como pode ser anti-inflamatorio, antisséptico, sedativo e expectorante
(SILVA, et. al., 2010). Quimicamente, o 6leo-resina de copaiba é uma solucédo de acidos
diterpénicos, responsavel por 55 a 60% do 6leo, em um éleo essencial constituido por
sesquiterpenos (YAMAGUCHI, 2012). Segundo Pieri et. al. (2009), estes ultimos
podem ser divididos em sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
onde o principal sesquiterpeno encontrado no 6leo-resina da copaiba é o B- cariofileno,
que tem comprovada acdo anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica e antiedémica.

E valido ressaltar que substancias que em principio podem ser consideradas
como terapéuticas também podem causar efeitos indesejados ou tdxicos (PINHO, et. al.,
2010). Compostos com atividades biolégicas continuam sendo reconhecidos, entretanto,
muitos deles ainda ndo podem ser utilizados na terapéutica devido as suas propriedades
toxicas, carcinogénicas e mutagénicas. Devido a isso, na producdo de uma nova forma
farmacéutica, os resultados dos testes de genotoxicidade sdo de grande importancia,
pois, a maioria das industrias farmacéuticas delibera o processamento de um novo
agente terapéutico com base nos resultados de testes de genotoxicidade in vitro e in vivo
(VARANDA, 2006).



A via de administracdo transdérmica tem sido reconhecida como uma via
altamente potencial para a administracdo de farmacos (ELSHAFEEY, et al. 2012).
Dentre os diversos sistemas utilizados como novos meios de veiculagdo e liberagdo de
substancias ativas podem-se destacar as microemulsdes. Esses sistemas sdo dispersdes/
misturam termodinamicamente estaveis e isotropicamente translucidos de dois liquidos
imisciveis, usualmente agua e 6leo, estabilizados por um filme interfacial de tensoativos
localizados na interface 6leo/agua (DAMASCENO et. al., 2011). Além disso, esses
sistemas de liberacdo tém se destacado pelo baixo custo e pela facilidade na preparacéo
das formulacGes, bem como pela sua estabilidade termodinamica (GOMES, 2010).

Considerando que os sistemas microemulsionados vém sendo objeto de vérios
estudos e fazendo referencia a uma formulagdo com 6leo vegetal, o presente estudo tem
como objetivo avaliar a atividade tépica anti-inflamatéria do Oleo de copaiba
incorporada a microemulsdo, assim como a sua atividade mutagénica pelo teste de

micronucleos em eritrécitos de camundongo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Oleo de copaiba

A arvore de copaiba pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinoideae e ao género Copaifera, sendo comumente encontrada na Ameérica
Latina e Africa Ocidental (YAMAGUCHI, 2012). Género que apresenta 16 espécies
ocorrentes no Brasil das quais apenas quatro ocorrem na regido Norte, onde o 6leo de
copaiba é amplamente comercializado e utilizado na medicina popular (DEUS, et. al.
2011). Vulgarmente sdo chamadas de copaiba, pau-d’6leo, copaiba-roxa e copaiba-
mari-mari. Arvore mede até 36 metros de altura possui copa densa, casca lisa e fruste
reto; produz de 2 a 3 kg de sementes. A floracdo ocorre em janeiro a marco e os frutos
sdo coletados em marco a agosto. Ha mudanca foliar em dezembro, com perda parcial
das folhas no més anterior a floragdo (MENDONCA, et. al., 2009). Da arvore da
copaiba é extraido um Oleoresina, de cor que varia de amarelo ouro a marrom,
dependendo da espécie (PIERI, et. al., 2009).

O ¢leo de copaiba é constituido de dois grupos de substancias distintas, sollveis
entre si, sendo um constituido de substancias volateis, correspondendo a cerca de 90%
de massa do 6leo resina e outro grupo constituido de substancias ndo volateis, resinosa

de cor caramelo que comeca a ser decomposta a temperatura proxima de 300°C, e que



corresponde a 10% da massa total do Oleo resina (DEUS, et. al. 2011). Através da
analise cromatografica do 6leo de copaiba foi verificado que ele é composto por
sesquiterpenos e diterpenos (MONTES, et. al., 2009). O principal sesquiterpeno é o
beta-cariofileno. Esse € responsavel pelo aroma e também pela atividade
anti-inflamatoria (SILVA, et. al., 2012), testadas tanto in vitro quanto in vivo (ZIECH,
et. al., 2013) assim como ac¢des antibacteriana, antifungica e antiedémica, e o beta-
bisaboleno, analgésico (YAMAGUCHI, 2012).

Outras indicac6es etnofarmacoldgicas mais comuns para o 6leo de copaiba séo:
para as vias urinarias, atuando como antiblenorragico, no tratamento de cistite,
incontinéncia urinaria e sifilis; para as vias respiratorias, como antiasmatico,
expectorante, no tratamento de bronquite, faringite, hemoptise, pneumonia e sinusite;
para as infeccdes da derme e mucosa, em dermatites, eczemas, psoriases e ferimentos;
para Ulceras e feridas no Gtero. Ainda € empregado como analgésico, antidiarréico,
cicatrizante, afrodisiaco, antioxidante, antitetdnico, anti-herpético, bactericida,
anticancerigeno, antitumoral, no tratamento de leishmaniose, reumatismo, hemorragias,
paralisia, dores de cabeca e picadas de cobra (PEDREIRA, 2007; PIERI, 2009;
MENDONCA; ONOFRE, 2009).

Os 6leos das espécies de C. multijuga Hayne, C. cearenses Huber ex Ducke e C.
reticulata Ducke foram comparados quanto a atividade anti-inflamatéria através da
avaliacdo da reacdo sob a cavidade pleural induzida por Zimosan. As trés espécies
apresentaram diminuicdo do numero de leucécitos e neutrdfilos, além de inibirem a
producdo de Oxido nitrico. A C. multijuga Hayne foi a mais potente, comprovando
atividade anti-inflamatéria parecida com a do diclofenaco (VEIGA JUNIOR et al.,
2007; GARCIA, 2012).

A extracdo de 6leo-resina de diversas espécies de copaiba é uma pratica comum
nas comunidades do interior da Amazoénia. No entanto, a disponibilidade deste produto
é limitada, principalmente quanto aos aspectos de qualidade, regularidade de oferta e
quantidade (SILVA, et. al., 2012). N&do ha um periodo certo para haver extracdo do oléo,
normalmente, o coletor extrai em qualquer época ndo levando em consideracdo fatores
climaticos como a precipitagdo pluviométrica, que na regido amazonica esta diretamente
relacionada com a producdo de varias culturas (OLIVEIRA, 2006). Acredita-se que o
6leo ndo seja um produto do metabolismo primario e sim secundario, mais

especificamente, um produto de excrecdo ou desintoxicagdo que funciona como defesa



da arvore contra animais, fungos e bactérias. Este Oleo & encontrado em canais
secretores localizados em todas as partes da arvore, tendo no tronco seu compartimento
mais saliente (RAMOS, 2006). A obtencdo do 6leo é realizada através da perfuracéo,
por meio de um trado ou perfurador, da parte superior do tronco da copaibeira até o

lenho, onde se encontram os reservatdrios do 6leo-resina (Figura 1) (MASSON, 2011).

Figura 1. Extragdo através da perfuracéo do tronco da Copaibera
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(FONTE: Adaptado de http://viversaudavel.blogs.sapo.pt/1328.html)

2.2. Microemulsdes

Microemulséo (ME) é definida como um sistema termodinamicamente estavel e
isotropicamente translicido de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e Oleo,
estabilizados por um filme interfacial de tensoativos localizados na interface 6leo/agua.
A formulagdo de MEs geralmente envolve a combinagéo de trés a cinco componentes:
6leo, agua, tensoativo, cotensoativo e eletrélito (DAMASCENO, et. al. 2011).
Apresentam baixa viscosidade, possuem grande capacidade para o transporte de
farmacos, demonstram comprovada propriedade promotora de absorcdo para 0s
farmacos veiculados e sdo facilmente obtidas (ZHANG et al., 2011; CUNHA JUNIOR
et al., 2003).

O surfactante ou tensoativo em sistema de agua / 6leo formam uma variedade de
estruturas de auto-associacdo (CHAVEZ, et. al., 2013). O tamanho médio das goticulas
de microemulsdes é de 5-100 nm, em comparacdo com centenas de micrometros das
emulsdes. A formagdo espontanea de microemulsdes reduz a dificuldade e o consumo
de energia associado com a preparacéo (L., et. al., 2013).

As caracteristicas das ME tém atraido consideravel atencdo, principalmente por
serem sistemas reservatérios, nos quais a fase interna constitui um microambiente
restrito, com propriedades particulares (FANUN, 2010; OLIVEIRA et al., 2004), devido



a sua capacidade de solubilizar grande quantidade de farmacos lipéfilo ou hidréfilos
(FASOLIN, 2012; CAMPO, et al., 2004). Pode modificar profundamente a velocidade
de liberacdo dos farmacos, controlando a sua biodisponibilidade. Como sistemas
reservatorios podem alterar os parametros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e
aumentando a eficacia clinica de farmacos (FANUN, 2011; FANUN, 2010;
FORMARIZ et. al., 2005).

Através da variagdo da composicdo quimica e porcentagem da fase aquosa e
oleosa, por escolha do agente tensoativo adequado e fazendo variar a temperatura,
podem ser formados diferentes sistemas microemulsionados (VEMIC, A. M., et. al.,
2012).

Figura 2. Representacdo esquemética de um tridngulo
equilatero em que cada lado é representado por um dos
componentes da mistura (fase aquosa, fase oleosa e mistura

de tensoativos)

(FONTE: Dados de pesquisa)

O diagrama de fases (Figura 2) corresponde a uma area em forma de tridngulo
equilétero, delimitando em que proporcdo os componentes formam os variados tipos de
sistemas emulsionados e/ou separacdo de fases. Estes diagramas apresentam em cada
um de seus vértices a proporcdo de 100% em massa de fase oleosa, aquosa e da mistura
de tensoativos (SILVA, A. L., 2013).
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2.3. Mutagenicidade

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formacdo de
micronucleos, que sdo pequenos corpos contendo acidos desoxirribonucleicos (DNA),
localizados no citoplasma, resultantes de quebras cromossdmicas, formando fragmentos
acéntricos, ou com sequéncias de cromossomos inteiros que ndo se prendem ao fuso
mitético e dessa forma, ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose
(Figura 3) (FAO, et. al., 2012).

Figura 3. Formacédo de micronucleo em células eucariéticas

@
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O teste de micronicleo estd dentre os testes de avaliacdo toxicoldgicos

Dx

(FONTE: FAOQ, et. al., 2012)

recomendados pelas agéncias internacionais e instituigbes governamentais. E
amplamente utilizado para avaliacdo e registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos que entram no mercado mundial, como um estudo toxicoldgico
preliminar, visto que os resultados obtidos sdo considerados fortemente relevantes no
contexto humano (LUZ, et. al., 2012).

Consiste em uma importante técnica citogenética ndo invasiva que permite
detectar alteracGes ou danos ao aparelho mitético onde micronucleos indicam a perda
irreversivel de DNA genémico. O teste pode ser usado em ecogenotoxicidade,
investigacdo de danos ao DNA, quebras cromossdmicas ou interferéncia no fuso
mitotico e modificacBes equitativas da distribuicdo cromossdémica durante a divisao
celular (ARALDI, et. al., 2013).

As alteracbes cromossdmicas sdo conhecidas por serem mutacfes somaticas
importantes e estdo claramente envolvidos na origem, evolucdo e diversificacdo de
certos tipos de cancer (ANDRADE, et. al., 2008).
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3. MATERIAS E METODOS

Fase oleosa: O 6leo de copaiba (C. multijuga) foi coletado na Reserva Florestal
Ducke, do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), identificada no ambito
do projeto Flora da Reserva Ducke, em cujo herbario um voucher esta depositado.

Fase aquosa: Agua deionizada.

Tensoativos: PEG-8 caprico/caprilico Glicerideo (Lote: 125494), Labrasol® -

Brasquim; poligliceril 6-dioleato (Lote: 127425), Plurol Oleique®- Gattefossé.

3.1. Obtencéo do 6leo de copaiba

O método utilizado para a obtencdo do 6leo da copaiba consistiu na perfuracéo
do tronco da copaibeira com um trado em dois furos. O primeiro foi feito 1 metro acima
da base da planta e o segundo a 1,5 metros acima do primeiro. Inseriu-se entdo um cano
de PVC de 3/4 de polegada nos orificios, por onde o 6leo foi escoado. Apés a
finalizacdo da extrag&o, o orificio foi fechado com o uso de argila.

O dleo foi armazenado em frasco de vidro dmbar devidamente fechado. De
acordo com Mendonca e Onofre (2009), o 6leo de copaiba pode ser armazenado por até
2 anos sem modificar suas propriedades, podendo transformar-se em resina se exposto

aoare aluz.

3.2.Construcao dos diagramas de fases pseudoternarios (DFPT) e selecdo de
formulacdes

Os DFPT, desta pesquisa, foram obtidos por inspecdo visual das misturas dos
componentes Labrasol® (T) com Plurol Oleique® (CO) nas proporcdes 4:1 e 2:1 e, a esta
mistura de T/CO, foi adicionado o éleo de copaiba nas proporcdes de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6,
5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulacdes foram feitas com volumes pré-definidos de agua
deionizada, adicionando gota a gota, em temperatura ambiente. Durante a titulacdo a
mistura foi homogeneizada em um Desruptor de célula ultra-sonico/sonda de ultrassom
(Modelo DES500, Unique, Brasil), por 1 minuto, poténcia de 250W. Apoés cada
sonicacdo, a mistura foi levada ao banho de ultrassom (Modelo USC-1800, Unique,
Brasil) por 1 minuto, para uma melhor homogeneizagéo e retirada das bolhas quando
presentes, facilitando assim a visualizacdo dos sistemas formados contra um fundo
preto. Para cada titulagdo foram feitos 3 ciclos (sonicador/banho de ultrassom).

Considerando-se as proporgdes dos componentes (T/CO; fase oleosa e fase aquosa)
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apos as titulagdes aquosas plotou-se os pontos em que se deu a transi¢do de sistema
opticamente transparente ou transldcido liquido ou de ME para sistema opaco liquido
ou semi-sélido (emulsé&o); liquido leitoso ou ainda separagdo de fases em cada diagrama
(FORMARIZ et al., 2005, 2006, 2007; KE et al., 2005; CHEN; CHANG, 2004;
DJORDJEVIC et al., 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004; CONSTANTINIDES,1994).

Para plotagem dos pontos foi utilizado o programa OriginPro8.0. Os diagramas
foram feitos em duplicatas.

Devido ao grande numero de formulacbes preparadas e devido ao trabalho
intenso do teste, a partir das regides de microemulsfes formadas nos dois diagramas,
foram selecionados formulacgdes de pontos distintos de cada diagrama. Para garantia da
estabilizagdo termodinamica dos sistemas, as ME foram preparadas 48 horas antes dos
testes. A preparacdo preliminar das formulacdes de ME foram realizadas no Laboratério
de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da

Universidade Estadual da Paraiba

3.3.Determinacdo in vivo da atividade antiedematogénica por edema de pata

e induzido por carragenina em modelo animal

Obtencéo dos animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus, machos, com 45
dias pesando de 158-198 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e foram
mantidos sob condicBes controles de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura
(22+2°C). O referido estudo foi realizado apOs a aprovacdo prévia, por escrito, do
Comité de Etica no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas de
Campina Grande/PB (FCM/CESED) de nimero (01.001.2012) (Anexo I).

Avaliacdo da atividade antiedematogénica

A avaliacdo da atividade antiedematogénica foi determinada pela técnica da
inducdo do edema de pata por carragenina 1%. Os animais, ratos Wistar (Rattus
norvegicus var. albinus) machos, foram divididos em cinco grupos experimentais de 6
animais, sendo dois grupos controles (grupo 1 e 2), onde o grupo 1 correspondeu ao

controle negativo (vaselina solida) e o grupo 2 ao controle positivo (diclofenaco
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dietilamnénio/emugel). Os outros grupos (3,4 e 5) corresponderam aos grupos testes. O
grupo 3 e 4 testaram as formulagdes selecionadas dos dois diagramas e o grupo 5 o 6leo
de copaiba in natura. Foi administrada uma aliquota de 0,1mL de solucdo de
carragenina 1% em salina (via subplantar) na pata esquerda de cada animal e na pata
contralateral foi administrado o0 mesmo volume de solucéo salina 0,9 %. Apo6s o tempo
de 30 minutos os animais foram tratados com 100puL de cada substincia (vaselina
solida, emugel, dleo de copaiba, ME-F2 e ME-F6). Nos tempos, pré-determinados (1,5;
3 e 5 horas) apds a administracdo do agente flogistico (carragenina), foi realizada a
leitura do volume das patas dos animais com o auxilio de um paquimetro digital
(Messen, Brasil) (Figura 4). O valor do edema foi calculado pela diferenga entre o
volume (mm) da pata injetada com o agente flogistico e o volume da pata injetada com
solucdo salina 0,9%. A analise dos resultados foi realizada utilizando o software prisma
5.0 utilizando o0 ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Dunnet e Tukey. Os
valores foram significativos quando p<0,05. O referido ensaio foi realizado no
Laboratério de Farmacologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

Figura 4. Determinagdo do volume do edema induzido por carragenina em
ratos Wistar

(FONTE: Dados da pesquisa)
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3.4. Ensaio de Mutagenicidade

Para o ensaio de mutagénicidade foram utilizados camundongos da espécie Mus
musculus (Swiss albino) com aproximadamente 30g de peso corpéreo. Os animais
foram mantidos em caixas individuais de polipropileno, com tampa-grade, durante o
periodo de tratamento, com agua e alimento ad libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperatura de 23 + 2 °C.

Os animais foram divididos em grupos de 6; 3 machos e 3 fémeas. Sendo um
grupo controle negativo, um grupo controle positivo, e dois grupos com as duas
concentraces diferentes da microemulséo de Copaiba (Copaifera multijuga).

Foi realizada incisdo na regido dorsal do camundongo com o auxilio de um
Punch. Para o grupo controle positivo na incisdo foi acrescentado uma injecéo de 0,3ml
de Ciclofosfamida (CAS 50-18-0) numa dosagem de 50mg/kg. Para o grupo controle
negativo foi acrescentado agua. E para os dois outros grupos, os camundongos
receberam 5ul da formulacéo na incisdo, por um periodo de 30 dias, diariamente.

Coleta do Sangue Periférico e Preparacdo das Laminas

Apds tratamento foi feito a coleta de sangue dos camundongos onde foi coletado
com seringa heparinizada, apos os periodos de 30 horas e 30 dias apds o inicio do
tratamento, através de uma puncdo na veia caudal, em seguida foi colocada uma gota do
sangue coletado em uma das extremidades de uma lamina de vidro limpa e seca, e com
auxilio de outra lamina em angulo de 45° o sangue foi espalhado uniformemente,
formando uma camada delgada que foi posta para secar a temperatura ambiente fixado
com metanol absoluto apds 24 horas por 10 minutos. Apo6s a fixacdo a lamina foi corada
com Giemsa 10% diluido em tampdo fosfato pH 6,8 por 25 minutos, depois foram
lavadas em agua destilada e novamente foram posta para secar em temperatura
ambiente. Para cada animal, duas ldminas foram confeccionadas. A analise citoldgica
foi realizada em microscopia Optica com aumento de 1000x. Foram analisados 2000
eritrocitos por lamina, anotando-se as frequéncias de micronicleos para posterior
andlise estatistica.

Apbs a analise das laminas contendo amostras do sangue periférico dos

camundongos, foram calculadas as frequéncias médias de células micronucleadas.



15

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diagramas de fases pseudoternarios (DFPT) e selecdo das formulacdes

A técnica empregada para a obtencdo dos DFPT destes sistemas mostrou-se
bastante simples e reprodutivel. Apos as titulacdes, foi possivel definir as varias regides
do diagrama, como separacdo de fases (SF), emulsdo liquida branca leitosa (ELBL),
emulséo liquida opaca (ELO), emulsdo semi-solida leitosa (ESL) e regides opticamente
transparentes que foram classificadas visualmente como microemulsdes (ME), como
representada nas Figuras 5 e 6. Observou-se uma faixa do lado esquerdo de cada
diagrama (4:1 e 2:1 T/CO) de uma regido de ME. Como esta regido existe um
predominio de fase aquosa e uma concentracdo relativa de tensoativos, esta faixa pode
ser representativa de ME do tipo O/A, com volume de fase interna pequeno
(OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 5. Diagrama de fases pseudoterndrio na proporcdo 4:1 (Mistura de

tensoativo/cotensoativo).

Disgrarna 4:1

Labrasol/ Plurol

0,50

T
QLD 023 050 075 1,00

Oleo de Copaiba

LEGENDA: ME- microemulsdo; ELL- emulsdo liquida leitosa; ELO-
emulsdo liquida opaca; ESL- emulsdo semi-solida leitosa; SF- separagdo de
fases. FONTE: Dados da pesquisa
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Figura 6. Diagrama de fases pseudoternario na proporcdo 2:1 (Mistura de
tensoativo/cotensoativo).

Diagrama 2:1

0.00 0,?,5 0,5’0 0 "',5 1 0’3
Oleo de Copaiba

LEGENDA: ME- microemulsdo; ELL- emulsdo liquida leitosa; ELO- emulsdo
liquida opaca; ESL- emulsdo semi-solida leitosa; SF- separagdo de fases.
FONTE: Dados da pesquisa

Das regides de ME dos dois diagramas desenvolvidos, foi selecionada uma
formulacéo de cada diagrama para os estudos, do total de 7 obtidas. Selecionou-se duas
formulacBes levando em consideracdo os critérios de melhores proporcdes de
componentes, priorizando as formulacdes que continham menor concentracdo de
tensoativos e que apresentaram melhor estabilidade no periodo de 3 meses. No caso do
diagrama 4:1 foi selecionada a ME-F2 que apresentou menor proporcao de tensoativos e
tornou-se levemente turva apds este periodo mantendo suas caracteristicas. No diagrama
2:1 situacdo semelhante foi observada, selecionando-se a ME-F6 para os testes. As duas
formulacGes selecionadas continham 10,6% e 6,1% de 6leo de copaiba, respectivamente
(Tabela 1)
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Tabela 1. Composicdo centesimal das formulagdes utilizadas para os estudos de avaliacdo

anti-inflamatéria e antimutagénicos

Componente Diagrama 4:1 (%) Diagrama 2:1 (%)

ME-F2 ME-F6
Plurol Oleique® 8,46% 18,30%
Labrasol® 33,84% 36,60%
Oleo de Copaiba 10,60% 6,10%
Agua 47,10% 39,0%

FONTE: Dados da pesquisa

4.2.Avaliacdo da atividade anti-inflamatodria

A carragenina induz inflamag&o pela liberacdo de prostaglandinas, ocasionando
a formacdo de edema e a migracdo leucocitéria. Na inflamacdo aguda duas fases sdo
identificadas: a primeira, detectada em torno de uma hora, chamada de fase rapida,
marcada pela liberacdo de histamina, serotonina e bradicinina; e a segunda, chamada de
tardia (1-6 h), em que mediadores como as cininas e prostaglandinas séo liberados apds
duas e trés horas, respectivamente, as Ultimas resultando da ativacdo da ciclo-oxigenase-
2 (COX-2) (LIMA, L. R, et. al., 2013). Sendo assim, o volume do edema da pata dos
animais foi verificado nos tempos de 1,5; 3 e 5 horas apds a injecdo da carragenina para
avaliacdo dessas trés fases. Foram testadas as ME-F2 e ME-F6 como também o 6leo de
copaiba in natura, utilizando como controle positivo o Emulgel de Diclofenaco
Dietilaménio (DDA). Os resultados da reducdo do edema em funcdo do tempo estdo

demonstrados na Figura 7.
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Figura 7. Avaliacdo da redugdo do edema induzido por carragenina em modelo

animal em funcéo do tempo (1,5; 3 e 5 horas).

= Emulgel DDA
e  ME-F2
1005 A ME-F6
90 4 v Oleo de Copaiba
80 4
g 70 i
1 ]
g 60
0 1 |
® 50 1
o ] ' : s
o 40 *
o) - i
8 i
§ 30 X
& 2]
10 s A
0 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tempo (h)

*Estatisticamente significativo (pJ0,05).
(FONTE: Dados da pesquisa)

Nos primeiros 90 minutos apos injecdo observou-se um efeito maior na reducéo
do edema para ME-F6 com reducdo de 38% comparada ao controle negativo. Esta
reducdo foi ainda superior a reducdo do controle positivo (29%). Com 3 horas de analise
a ME-F2 e o 6leo apresentaram efeito, porém inferiores as demais formulagdes, com 32
e 33%, respectivamente. A ME-F6 continuou apresentando o efeito maximo comparado
as demais formulagdes, e comparavel com o controle positivo neste tempo. Porém com
5 horas, apenas o Emulgel DDA continuou apresentando um aumento gradual da
reducdo do edema, sendo que para as demais formulacgdes, incluindo o 6leo puro, foi
observado o cessar deste efeito. A literatura descreve um aumento da acdo anti-
inflamatoria para o DDA em funcdo do tempo de contato com a pele, apresentando um
aumento de cerca de 3 vezes ap0s 10 horas de contato. Por este motivo, este emulgel é
geralmente utilizado tanto para inflamagdes agudas como cronicas (KOROKOLVAS,
2006).

As duas ME testadas apresentaram diferentes concentracdes de 6leo de copaiba,
onde a ME-F2 continha (10,6%) e a ME-F6 (6,1%) de oleo, correspondente a uma
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concentracdo de B-cariofileno de 12,9mg.mL™ e 8,38mg.mL™, respectivamente. O 6leo
de copafba in natura apresentou uma concentracio de 114,33mg.mL™ de p-cariofileno.
Pode-se observar que para a reducdo do edema nédo € necessaria uma concentragdo alta
de B-cariofileno, visto que ambas ME apresentaram efeito, bem como o 6leo puro, o que
se pode sugerir que a reducdo do edema foi dose independente de ordem zero, onde a
concentragdo do marcador ndo foi determinante para a intensidade do efeito
farmacoldgico.

Comparando-se as duas formulacdes, foram verificados diferentes perfis de
atividade. A ME-F6 ja apresentou atividade desde a primeira hora e com efeito superior
ao DDA. No entanto, a ME-F2 s6 apresentou atividade na reducdo do edema a partir da
terceira hora e com efeito inferior ao DDA. Neste caso, possivelmente a quantidade de
tensoativos tenha influenciado no efeito farmacologico, visto que a ME-F6 com menor
concentracdo de 6leo, porém maior de tensoativos (54,9%) comparada a ME-F2 que
possui 42,3% de tensoativos apresentou efeito superior e de acdo mais rapida. Sendo
assim, o alto contetdo de tensoativos da ME-F6 possa ter promovido uma
desorganizacdo maior dos lipideos presentes no estrato corneo (EC) (OLIVEIRA et al.,
2004), facilitando a permeacdo do B-cariofileno na pele e potencializando o efeito
farmacoldgico.

No caso do 6leo de copaiba puro, mesmo apresentando concentragdo superior de
B-cariofileno, verificou-se atividade comparavel a ME-F2. Neste caso, possivelmente
tenha ocorrido uma relativa permeacéo do 6leo, visto a presenca de terpenos no proprio
6leo que atuam como promotores de permeacdo (GONCALVES, 2014).

Desta forma, as ME de 6leo de copaiba atuaram de forma mais aguda, nas 3
primeiras horas, principalmente sobre os primeiros mediadores quimicos. Gomes e
colaboradores (GOMES, et al., 2010) sugeriram em seus estudos que a atividade anti-
inflamatéria do 6leo de C. Multijuga Hayne esta relacionada a inibicdo das vias da

histamina e serotonina.
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4.3 Ensaio de mutagenicidade

As analises do possivel potencial mutagénico da microemulsdo do oOleo de
Copaiba (Copaifera Multijuga) foram realizadas através do teste de microndcleo em
sangue periférico de camundongos. Os resultados obtidos, para as amostras ME-F2 e
ME-F6 estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Foi realizada a contagem de 2000
Eritrécitos Policromaticos (PCE), sendo identificados e contados os Eritrocitos
Policromaticos Micronucleados entre os 2000.

Quando comparando o grupo controle negativo com 0s grupos tratamento, as
diferengas observadas ndo foram estatisticamente significativas, P < 0,05. Da mesma
maneira compararam-se também as médias observadas de células micronucleadas entre
0s sexos, verificando-se que ndo ha diferencas estatisticamente significantes entre os
resultados obtidos em ambos os sexos. Esta auséncia de diferenca estatistica entre os
resultados obtidos demonstram que as duas concentragdes da microemulsdo de Copaiba
testadas reagem de forma similar para ambos os sexos ndo apresentando diferencas
metabolicas que promovam alteracdes estruturais no DNA de camundongos

Avaliando-se o0s resultados obtidos entre as duas concentracBes testadas
verificou-se um pequeno aumento nas médias sendo os resultados de ME-F6 maior,
entretanto quando aplicado o teste estatistico (teste-t de Student) realizando-se
comparag0es entre 0s valores obtidos para 0s grupos tratados com as amostras e com 0s
obtidos a partir do grupo controle este aumento no nimero de PCEMNSs (Eritrécitos
Policromaticos Micronucleados) ndo representa diferencas estatisticas significantes.

Nas condigdes experimentais utilizadas as concentragdes da microemulsdo do
6leo de Copaiba ndo apresentaram potencial mutagénico no teste de micronicleo em

sangue periférico de camundongos.
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Tabela 2. Avaliagdo do potencial da atividade mutagénica pela frequéncia de micronicleos da

microemulsdo ME-F2

Tratamento NUmero Sexo
de PCEs PCEMNSs
analisados

M1 M2 M3 F1 F2 F3 Media £ SD

Controle positivo 2000 17 13 14 14 20 16 15,6+2,58
Controle negativo 2000 3 2 3 3 5 3 3,16 £ 0,89
Microemulsdo 6leo 2000 4 5 4 3 4 5 4,16 £ 0,75
de copaiba ME- F2

(30 h)

Microemulsdo 6leo 2000 6 6 5 3 4 3 45+1,25
de copaiba ME-F2

(30 dias)

Controle negativo: agua; Controle positivo: Ciclofosfamida 50 mg/ kg p. c¢.; M= machos; F=Fémeas;
PCEs= Eritrdcito Policroméatico; PCEMN= Eritrdcito Policroméatico Micronucleado; SD = Desvio Padréo;
P <0,05.

Tabela 3. Avaliagdo do potencial da atividade mutagénica pela frequéncia de micronucleos da
microemulsdo ME-F6

Tratamento NUmero Sexo
de PCEs PCEMNSs
analisados

M1 M2 M3 F1 F2 F3 Média+xSD

Controle positivo 2000 17 13 14 14 20 16 15,6+2,58
Controle negativo 2000 3 2 3 3 5 3 3,16 +0,89
Microemulsdo 6leo de 2000 6 4 5 6 7 5 55+£0,95
copaiba ME- F6

(30 h)

Microemulsdo 6leo de 2000 4 6 5 4 5 5 4,83 £0,68
copaiba ME-F6

(30 dias)

Controle negativo: agua; Controle positivo: Ciclofosfamida 50 mg/ kg p. c¢.; M= machos; F=Fémeas;
PCEs= Eritrdcito Policroméatico; PCEMN= Eritrdcito Policroméatico Micronucleado; SD = Desvio Padréo;
P <0,05
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que a ferramenta do
diagrama de fases pseudoternarios mostrou-se simples e reprodutivel para o preparo de
ME contendo o 6leo de copaiba.

No tocante a atividade anti-inflamatoria a ME-F6 apresentou atividade aguda
superior ao controle positivo (emulgel DDA). Ja a ME-F2 apresentou efeito mais tardio
(a partir da terceira hora), porém menos intenso que o controle positivo e comparavel ao
6leo puro. Estes resultados confirmam a atividade anti-inflamatoria descrita na literatura
para esta espécie, bem como torna estes sistemas microemulsionados uma possivel
alternativa terapéutica para inflamacdes agudas. Assim como, esses sistemas permitem a
utilizacdo de uma pequena concentracdo de Oleo, suficiente para promocdo do efeito,
desta forma, ocorreu uma racionaliza¢do do seu uso.

Em relacdo a atividade mutagénica as amostras de ME-F2 e ME-F6 néo
apresentaram nenhum potencial mutagénico, sendo desse modo, considerado seguro,
guanto ao uso topico.

Porém, é importante ressaltar a relevancia deste trabalho para a &rea da
nanotecnologia farmacéutica pelo ineditismo de uma formulagdo microemulsionada
contendo o 6leo de copaiba (C. multijuga) com excelente atividade anti-inflamatéria e
nenhuma atividade mutagénica, valorizando o uso desta espécie para estes fins
terapéuticos. Destacando também a questdo econémica e ambiental, pois se trata de um
produto farmacéutico que utiliza um 6leo vegetal proveniente da Copaibeira, arvore
comum em nosso pais, valorizando assim o mercado deste produto, e por consequéncia
garantindo um maior valor agregado aos produtos naturais provenientes da
biodiversidade brasileira, contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento
sustentavel dos produtores rurais e inclusdo social devido o interesse farmacéutico,

quimico, agricola e industrial.
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ANEXO 1

CENTRO DE ENSINO SUPERIOR E DESENVOLVIMENTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DE CAMPINA GRANDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/CESED

PARECER

CEUA: n°11

NUMERO DO PROJETO: 0030/12/03/2013
CIAEP/CONCEA N°: 01.001.2012
APROVADO EM 26/03/2013

1. Pesquisador Responsdvel:
José Alexsandro da Silva

2. Titulo do Projeto:
DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTUDO DE PERMEACAO CUTANEA DE
MICROEMULSAO TRANSDERMICA CONTENDO OLEO DE COPAIBA,

3. Objetivo:
Desenvolver e caracterizar um sistema microemulcionado transdérmico contendo dleo de copaiba e

por fim realizar ensaios in vivo para testar sua atividade antiinflamatéria.

4. Consideracoes:

O projeto apresentado esta bem descriminado e coerente com as normas de utilizagdo de animais.
Cumprindo os requisitos da Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, ¢ as demais normas aplicéveis a utilizagio
de animais para o ensino ¢ pesquisa, especialmente as resolugdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal - CONCEA. O protocolo de pesquisa estd devidamente preenchido, com todos os
itens solicitados entregue a CEUA/CESED. Todas as consideragdes solicitadas pelo colegiado foram

devidamente atendidas.

5. Parecer Final:
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