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RESUMO

Copaifera langsdorffii, popularmente conhecida como copaiba, copaiva ou pau-de-
O0leo é uma arvore encontrada nas regides brasileiras Sudeste, Centro-Oeste e
Amazébnica. Da arvore da copaiba é extraido um o6leo-resina com amplo uso na
medicina popular. Varios estudos tém relatado atividade antiparasitaria contra
Leishmania amazonenses, antinociceptiva, anti-inflamatdria, analgésica, diurética,
antiulcerogénico e antioxidante. A dermatite de contato alérgica € uma doenga
inflamatéria cronica da pele acompanhada por muitos sintomas comuns incluindo
prurido, eritema, eczema e lesées na pele. Todos estes sintomas sdo consequéncia
de uma resposta imune desbalanceada a varios alérgenos. As microemulsdes sao
emulsées translucidas, na qual um d6leo ou um farmaco lipofilico € disperso num
meio aquoso, contendo um tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo para
gerar um sistema termodinamicamente estavel. Estudos ja tém mostrado o grande
potencial das microemulsées como veiculos de liberagdo de farmacos lipofilicos para
administragao topica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar
a atividade anti-inflamatoria pela via topica de microemulsées contendo dleo de
copaiba. Inicialmente foi realizado um diagrama pseudo-ternario contendo agua
destilada (fase aquosa), miristato de isopropila (fase oleosa) e cremophor® EL
(tensoativo). Escolhida a formulagdo, adicionou-se o 6leo de copaiba (1 e 5%wn)), e
nestas formulagdes foram realizadas medigbes de pH, condutividade e
espalhabilidade, além de estudo de estabilidade preliminar: centrifugagéo (1000,
2500, 3500, 5000 e 7000 rpm), estresse térmico (40 °C a 80 °C) e ciclo gelo-degelo
(6 ciclosde 24 ha 4 °C + 24 h a 45 °C) e a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria in
vivo. As microemulsées apresentaram valores de pH de aproximadamente 6,3,
sendo biocompativeis com a pele para aplicagao topica. Também apresentaram boa
espalhabilidade, onde, quanto maior a forga exercida sobre a formulagdo, maior a
espalhabilidade. Nos testes de estabilidade preliminar as microemulsées se
comportaram bem, com bons resultados, sem apresentar turvagéo ou separagao de
fases apos os testes de estresse. Pudemos constatar que: as microemulsées
contendo 6leo de copaiba a 1% e 5% mostraram-se efetivas em amenizar os efeitos
da dermatite de contato alérgica e serdo alvo de estudos posteriores, o 6leo de
copaiba a 1% também foi capaz de amenizar os efeitos da dermatite, enquanto que
o 6leo de copaiba a 5% agrava os escores clinicos da dermatite.

PALAVRAS-CHAVE: Caracterizacao fisico-quimica. Estabilidade preliminar. Novos
Sistemas de Liberagéo de Farmacos.



ABSTRACT

Copaifera langsdorffii, popularly known as copaiba, copaiva or oil palm is a tree
found in the Brazilian regions Southeast, Midwest and Amazon. From the copaiba
tree is extracted an oil-resin with widespread use in folk medicine. Several studies
have reported antiparasitic activity against Leishmania amazonenses,
antinociceptive, anti-inflammatory, analgesic, diuretic, antiulcerogenic and
antioxidant. Allergic contact dermatitis is a chronic inflammatory skin disease
accompanied by many common symptoms including itching, erythema, eczema and
skin lesions. All these symptoms are the consequence of an unbalanced immune
response to various allergens. Microemulsions are translucent emulsions in which an
oil or a lipophilic drug is dispersed in an aqueous medium containing a surfactant,
associated or not to a cosurfactant to generate a thermodynamically stable system.
Studies have already shown the great potential of microemulsions as lipophilic drug
delivery vehicles for topical administration. The objective of this work was to develop,
characterize and evaluate the anti-inflammatory activity by the topical route of
copaiba oil containing microemulsions. Initially, a pseudo-ternary diagram containing
distilled water (aqueous phase), isopropyl myristate (oily phase) and cremophor® EL
(surfactant) was performed. When the formulation was chosen, copaiba oil (1 and 5%
(v/v) was added, and pH, conductivity and spreadability measurements were
performed in these formulations, in addition to preliminary stability study:
centrifugation (1000, 2500, 3500, 5000 and 7000 rpm), thermal stress (40 ° C to 80 °
C) and ice-defrost cycle (6 cycles of 24 h at4 ° C + 24 h at 45 ° C) and evaluation of
anti-inflammatory activity in vivo. The microemulsions presented pH values of
approximately 6.3, being biocompatible with the skin for topical application. They also
presented good spreadability, where, the greater the force exerted on the
formulation, the greater the spreadability. In the preliminary stability tests the
microemulsions performed well, with good results, without presenting turbidity or
phase separation after the stress tests. It was observed that: the microemulsions
containing 1% and 5% copaiba oil were effective in alleviating the effects of allergic
contact dermatitis and will be the subject of further studies, 1% copaiba oil was also
able to mitigate the effects of dermatitis, while 5% copaiba oil aggravates the clinical
scores of dermatitis.

KEY WORDS: Physical-chemical Characterization. Preliminary Stability. New Drug
Release Systems.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude entre 70-95% da populagdo
mundial, de algum modo, faz uso de plantas medicinais como medicamentos
(ROBINSON; ZHANG, 2011). Apesar disso o numero de estudos clinicos
envolvendo produtos naturais ainda é pequeno (FERNANDES, 2013), onde
importante contribuicdo para a terapéutica pode advir do estudo e definicdo das
rotas metabdlicas e mecanismos de produtos fitoterapicos (FERNANDES, 2013).

Metabdlitos secundarios sdo elaborados por sistemas vivos e frequentemente
ter maior efeito bioldgico quando comparado a moléculas totalmente sintéticas, o
que faz deles grandes candidatos para desenvolvimento de outros farmacos (CHIN
et al., 2006).

Deste modo, o estudo da composi¢do quimica de matérias-primas naturais
visando a proposicdo de novos principios ativos € condigdo essencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

O ¢6leo de copaiba tem sido largamente comercializado no Brasil e exportado
para a Europa e América do Norte para uso em preparagées cosmeéticas e
farmacéuticas (SOUZA, 2010). Ainda hoje, a copaiba € uma das plantas mais
utilizadas pela populagéo brasileira que nao tem acesso a produtos farmacéuticos e
servigos de saude (CASCON; GILBERT, 2000).

Estudos cientificos usando o 6leo de copaiba tém descrito varias atividades
bioldgicas como: antiparasitario contra Leishmania amazonensis (SANTOS et al.,
2008), antinociceptiva (GOMES et al., 2007), anti-inflamatéria (CARVALHO et al.,
2005), analgésica (CARVALHO et al.,, 2005), diurética (SOMOVA et al., 2001),
antiulcerogénico (PAIVA et al., 1998) e antioxidante (PAIVA et al., 2004).

Uma das limitagdes do uso de produtos contendo dleo de copaiba de acéo
sistémica sao os efeitos colaterais quando administrados via oral, que variam desde
irritagdo gastrintestinal, diarreia, sialorreia e depressdo do sistema nervoso central
(BASILE et al., 1988).

A administragdo topica é conhecida como via alternativa da administragédo oral
de farmacos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de primeira
passagem, facilidade de aplicacdo (SILVA et al., 2009) e menor incidéncia de efeitos

adversos favorecendo uma maior adesao do paciente a terapia.
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Apesar do 6leo de copaiba ter largo uso na medicina popular como anti-
inflamatério aplicado topicamente, ndo ha na literatura, avaliagdo das atividades
deste 6leo quando administrado por esta via.

Atualmente, ha grande interesse no desenvolvimento de sistemas de
liberagédo de farmacos como microemulsdes. As microemulsdes podem ser definidas
como uma emulsdo transparente, na qual um d6leo ou um farmaco lipofilico é
disperso num meio aquoso, contendo um tensoativo, associado ou ndo a um co-
tensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estavel (OLIVEIRA
et al., 2004) que possui propriedades unicas como tensao interfacial baixa, grande
area interfacial, baixa viscosidade e alta capacidade de solubilizagdo (FANUN,
2012).

Estudos demonstraram o grande potencial das microemulsées como veiculos
de liberagdo de farmacos lipofilicos para administracdo topica, tais como anti-
inflamatorios, antifungicos e antioxidantes (GRAMPUROHIT, 2011).

A dermatite alérgica € uma doencga inflamatdria cronica da pele que afeta
aproximadamente 10 milhdes de pessoas no mundo e cuja incidéncia esta
continuamente aumentando nos paises ocidentais (AKDIS et al., 2006). Esta
patologia € acompanhada por muitos sintomas comuns incluindo prurido, eritema,
eczema e lesbes na pele (LEUNG, 2000). Na dermatite alérgica a pele tem muita
coceira o0 que desencadeia severo comportamento de arranhar. Estes
comportamentos sdo acompanhados por grande produgédo de citocinas
proinflamatorias (LEUNG, 2000). A ativagao de células do sistema imune inicia o
ciclo inflamatério de dermatite alérgica que € acompanhada por eritema, queratose e
escarificagdo (THESTRUP-PEDERSEN, 2000). Todos estes sintomas sé&o
consequéncia de uma resposta imune desbalanceada a varios alérgenos. Outra
caracteristica importante da resposta imune alérgica é a capacidade de gerar niveis
elevados de anticorpos do tipo imunoglobulina E, (IgE) e as células T helper tipo 2
(Th2) sao criticas para a sintese de IgE (SAEKI, 2015). As células Th2 produzem
predominantemente mediadores das familias das interleucinas (IL), e estas citocinas
sdo associadas com fungdes especificas das células imunes na dermatite alérgica
(PUGLIARELLO et al., 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da administragdo topica do éleo de copaiba ou de microemulséo
contendo 6leo de copaiba sobre a inflamagao no modelo de dermatite alérgica em
camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver sistema de microemulsdo contendo 6leo de copaiba para
aplicagéao tépica;

e Padronizar o modelo de dermatite alérgica em camundongos em nosso
laboratorio;

e Avaliar os efeitos do 6leo de copaiba sobre a dermatite alérgica em
camundongos;

¢ Avaliar os efeitos de microemulsédo contendo 6leo de copaiba sobre a
dermatite alérgica em camundongos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Copaifera L.

As copaibas sdo encontradas facilmente nas Regides Amazénica e Centro-
Oeste do Brasil, onde 16 das 72 espécies sdo encontradas, sendo popularmente
conhecidas como copaibeiras ou pau d’éleo. As espécies mais frequentes sdo: C.
officinalis L. (Norte do Amazonas, Roraima, Coldmbia Venezuela e San Salvador),
C. guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne (Amazénia),
C. confertiflora Bth (Piaui), C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e Paraguai), C.
coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke (Ceara) (VEIGA; PATITUCCI;
PINTO, 1997).

Sao arvores de crescimento lento, chegando a alturas que variam de 25 a 40
metros, e vivem até 400 anos. O tronco € aspero, de coloragao escura, medindo de
0,4 a 4 metros de diametro. As folhas sao alternadas, pecioladas e penuladas. Os
frutos contém uma semente ovoide envolvida por um arilo abundante e colorido. As
flores sdo pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares
(VEIGA; PATITUCCI; PINTO, 1997).

A nomenclatura mais apropriada para o 6leo da copaiba € a de dleo-resina,
por ser constituido por compostos volateis e acidos resinosos. Também é chamado,
de forma errbnea, de balsamo de copaiba, apesar de ndo ser um balsamo
verdadeiro, por ndo conter derivados do acido benzoico ou cinamico (VEIGA;
PATITUCCI; PINTO, 1997).

O oleo era obtido, antigamente, através de cortes a machado no tronco, o que
inutilizava a arvore. Era feita uma incisdo em V, colocando-se abaixo vasos para
coletar o dleo, técnica muito parecida com a da extracao de borracha, e o chamado
método do arrocho, que era feito selando o tronco, abaixo das incisées, com cipos e
coletar o 6leo da arvore até o seu esgotamento, provocando sua morte. Também foi
descrita a retirada por meio de bomba de sucg¢do, porém é uma técnica pouco
difundida (VEIGA; PATITUCCI; PINTO, 1997).

A unica pratica de coleta ndo agressiva € aquela realizada através de uma
incisdo com trado a cerca de 1 metro de altura do tronco. Terminada a coleta, o
orificio € vedado com argila para impedir a infestagdo da arvore por fungos ou
cupins. A argila pode ser facilmente retirada, permitindo que se fagam outras coletas
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no mesmo tronco, obtendo-se quantidade de d6leo igual ou mesmo superior a da
primeira retirada. Nesta primeira extracdo a quantidade de O6leo obtido varia
bastante. Alguns cronistas descreveram que uma unica arvore pode gerar até 40 ou
50 litros de dleo por ano, apesar de nem todas as espécies serem capazes de
produzir essa quantidade (CORREIA, 1931).

A composicao quimica dos 6leos de copaiba encontra-se definida em varios
trabalhos, onde foram utilizadas técnicas mais antigas, bem como metodologias
modernas de isolamento e de identificagdo, tais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia com fluido super-criico com detector de
infravermelho (SFC-FT-IR) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com colunas cromatograficas de fase estacionaria quiral (ciclodextrina
permetilada). Constatou-se serem o0s Oleos constituidos por misturas de
sesquiterpenos, predominantes na maioria deles, e de diterpenos (VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002).

. Em estudo realizado com diversos 6leos de copaiba provenientes de varias
regides do Brasil, o acido copalico foi o unico encontrado em todos os Oleos
analisados. Por esta razao, este diterpeno acido pode ser usado como biomarcador
de dOleos de copaiba (VEIGA; PATITUCCI; PINTO, 1997).

Varios outros compostos isolados ou detectados nos odleos de copaiba
tiveram propriedades farmacolégicas, descritas na literatura. Entre os
sesquiterpenos, algumas propriedades como anti-ulcera, antiviral e anti-rinovirus sao
descritas para o ar-curcumeno e o -bisaboleno, este ultimo também descrito como
abortivo. O bisabolol € conhecido por conferir as propriedades anti-inflamatéria e
analgésica a camomila (Matricaria chamomilla), o -elemeno € descrito como
anticancer (cérvico) e cariofileno e cadineno como anti-cariogénicos, sendo este
Gltimo também bactericida (CMI 800ug/ml) (ZEKOVIC et al., 1994).

3.2 Microemulsoes

Microemulsbes podem ser definidas, de forma geral, como sistemas
termodinamicamente estaveis, isotropicos e transparentes, de dois liquidos
imisciveis, estabilizados por compostos tensoativos, localizados na interface
(OLIVEIRA et al., 2004).
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Outras denominagdes, como "submicron emulsion" e "nanoemuls&o" tém sido
utiizadas para designar esse sistema visto que as goticulas precisam ser
suficientemente pequenas para que o sistema seja transparente. Além dos
agregados esféricos, outros tipos de estruturas internas, como as bicontinuas e
bicontinuas tubulares foram observadas nas microemulsées (OLIVEIRA et al., 2004).

O sistema forma espontaneamente a fase interna por homogeneizagao suave
dos componentes da formula. Oferece vantagens sobre as dispersées instaveis, pela
estabilidade termodindmica, tais como as suspensdes e emulsdes, podendo ser
utilizada por tempo muito mais amplo (CONSTANTINIDES, 1995).

Para estabilizar uma emulsdo, é necessario fornecer energia mecanica
continuamente para manter a area interfacial aumentada, fator que por si s6 nao é
suficiente, visto que a barreira da tensdo superficial €& vencida apenas
temporariamente, durante a agitacdo. Sendo assim, a forma mais indicada para
manter a estabilizagcdo do sistema € a diminuicdo da tensao interfacial. Quanto
menor a energia livre remanescente da expansdo da area interfacial, maior a
estabilidade da emulsdo, formando um sistema termodinamicamente estavel
(OLIVEIRA et al., 2004).

Dessa maneira, os tensoativos desempenham um papel fundamental na
estabilizacdo de emulsdes e microemulsdes. No entanto, com poucas excegdes, 0s
tensoativos ndo conseguem diminuir a tensao interfacial a ponto de anular
totalmente a energia livre de superficie, sendo assim, emulsées comuns sdo
consideradas como termodinamicamente instaveis, onde, no desenvolvimento
tecnoldgico, busca-se meios para retardar a separacdo das fases do sistema
(OLIVEIRA et al., 2004).

Para burlar esse problema, as microemulsées sao feitas utilizando, além do
tensoativo, um co-tensoativo, que tem como fung¢ao diminuir a tensao interfacial para
valores abaixo dos limites proporcionados pelo tensoativo, quando utilizado sozinho
(OLIVEIRA et al., 2004).

Utiliza-se como ferramenta fundamental o diagrama de fase para fazer a
caracterizacao de em quais condi¢cdes experimentais as microemulsdes existem e
em que proporgdes dos componentes outras estruturas podem estar presentes.
Seleciona-se, entdo, a regido do diagrama de fases que representa a condigdo mais
apropriada para que o farmaco seja incorporado (FORMARIZ et al., 2005).
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Os sistemas microemulsionados podem ser diferenciados visualmente dos
outros sistemas, pelas suas caracteristicas Oéticas visuais, visto que os outros
sistemas se apresentam como emulsdes liquidas opacas, emulsées géis opacas,
representadas por sistemas de viscosidade elevada, ou com separagao de fases. Ja
os sistemas microemulsionados liquidos s&o observados como sistemas translucidos
ou transparentes (FORMARIZ et al., 2005).

3.3 Dermatite de contato alérgica

A dermatite de contato alérgica acomete todas as idades e etnias, sendo
considerada uma doencga universal, responsavel por cerca de 10% dos atendimentos
dermatoldgicos (MARTINS; REIS, 2011).

A dermatite de contato afeta de forma negativa a qualidade de vida dos seus
portadores pois provoca dor, prurido, exsudagao e eventual infeccdo o que pode
comprometer a vida profissional, social, e pessoal dos acometidos. A descoberta do
agente responsavel pela dermatite de contato modifica a evolugdo e o prognéstico,
melhorando a qualidade de vida do portador (MARTINS; REIS, 2011).

A dermatite de contato alérgica € uma doenca inflamatdria desencadeada por
substancias ndo proteicas, de baixo peso molecular, que se ligam a proteinas ou
peptideos para assim produzir resposta imunolégica, denominadas de haptenos, e
mediada por células T. Em 1935, foi descrito por Karl Landsteiner e John Jacobs a
existéncia de substancias quimicas reativas de baixo peso molecular que se ligavam
a proteinas determinavam a formacgdo de anticorpos ou substancias anticorpo-
similes, supostamente responsaveis pela dermatite de contato alérgica. 40 anos
depois, Shearer demonstrou que linfécitos T (LT) haptenoespecificos também
respondem a esses complexos hapteno-proteicos (MARTINS; REIS, 2011).

Sao necessarias duas fases para atingir uma reagdo de hipersensibilidade
cutdnea maxima: Fase de sensibilizagao e fase de inducao. Na primeira fase, a fase
de sensibilizagdo, acontece o primeiro contato do hapteno com a pele, que leva a
expansao de células T hapteno-especificas nos linfonodos. As células dendriticas
cutdneas migram da epiderme para a regido paracortical dos linfonodos de
drenagem, apresentando complexos de moléculas de histocompatibilidade
principal/peptideo conjugado a hapteno as células precursoras de células T hapteno-
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especificas. As células T especificas saem dos linfonodos para o sangue e para
orgaos linfoides secundarios (HENNINO et al., 2005).

A fase de indugéo acontece horas apos o contato posterior do hapteno com a
pele, que vem a produzir quimiocinas, gerando ativagdo de células endoteliais e
mastocitos, e infiltracdo de neutrdfilos, que sdo necessarios para recrutar células T
especificas. As células cutaneas portando hapteno interagem com as células T.
Ocorre produgéo de citocinas do tipo 1 pelas células células T CD8+ citotoxicas
ativadas, induzindo a ativagédo de células cutédneas e a apoptose dos queratindcitos,
0 que gera a amplificacdo da inflamagéo pela produgédo do conjunto de citocinas e
quimiocinas, sendo as ultimas responsaveis pelo recrutamento de infiltrado celular
polimorfo, que €& caracteristico de hipersensibilidade cutdnea (HENNINO et al.,
2005).

A fase da sensibilizagdo dura cerca de 72 horas em humanos, e de 24 a 48
hora em camundongos. A reacédo inflamatéria dura varios dias, diminuindo com a
ativagdo de mecanismos de regulagao negativa fisiolégicos (HENNINO et al., 2005).

A prevaléncia da dermatite de contato alérgica nas diversas populagoes difere
por ser fruto da peculiar exposicdo antigénica de cada regido. Tendo a taxa de
sensibilizagdo de uma populagdo sendo constantemente alterada, de acordo com
mudancgas na presencga e exposi¢cao aos sensibilizantes (AYALA et al., 1996). Sendo
frequente nos paises industrializados, com grande impacto socioeconémico, sendo

uma das doengas ocupacionais mais comuns (HENNINO et al., 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenvolvimento e caracterizagao de Microemulsao Gel-Like contendo 6leo
de Copaiba para uso topico

4.1.1 Produgao do diagrama de fase pseudo-ternario (DFPT)

Para a producdo do DFPT, cremophor® foi misturado ao miristato de
isopropila nas proporgées de 1:9 a 9:1, como mostra a figura abaixo (Figura 1):

Com este procedimento, a transicdo de separagdo de fases, sistemas
microemulsionados, emulsdes semissolidas e emulsdes liquidas puderam ser
observados macroscopicamente. Com auxilio do software OriginPro 8® foi possivel
plotar os DFPT com suas regides especificas bem delimitadas.

Figura 1. Produgédo do diagrama de fase pseudo-ternario.

Miristato de . -
Cremophor® : Agua Purificada
| (tensoativo) + (f;i,%pg?go"ga) .. (fase aquosa) |

Grafico Pseudo-ternario

Fonte: Modificado de (SILVA, 2014).
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4.1.2 Selegao das formulagoes

Partindo-se dos diagramas obtidos, foi selecionada uma formulagéo do tipo
microemulsao gel-like para incorporagéo do 6leo de copaiba in natura em diferentes
concentragoes.

O processo de incorporagao iniciou-se com a mistura do éleo de copaiba a
fase oleosa (miristato de isopropila), seguindo da adi¢do do tensoativo. Essa mistura
foi colocada sob agitagdo no sonicador (modelo: DES500, Unique) por 1 min. Apds
essa primeira etapa, foi adicionada a agua, de forma fracionada em trés partes, e
apos cada adigdo a mistura foi sonicada por 1 min. Ao final, cada formulagéo obtida
foi levada ao banho de ultra-som por 2 min. As amostras foram acondicionadas a
temperatura ambiente por 48 horas para estabilizagdo até poder ser utilizada para

caracterizagao, estudo preliminar de estabilidade e estudo in vivo.

4.1.3 Caracterizagao fisico-quimica das formulagoes

Foram analisadas aliquotas das formulagdes, incluindo-se as formulagdes
brancas (sem a adigdo do 6leo de Copaiba).

4.1.3.1 Potencial hidrogeniénico (pH)

O pH das formulagdes foi determinado em pHmetro. As amostras foram
diluidas em agua (1:10) e as medi¢bes foram realizadas em triplicata.

4.1.3.2 Condutividade elétrica
Para a determinacdo da condutividade elétrica foi utilizado um condutivimetro

de bancada. As analises foram realizadas em triplicata apds diluicdo das amostras

em agua (1:10).
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4.1.3.3 Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada em duplicata de acordo com
metodologia descrita previamente (Knorst, 1991). Uma placa-molde circular de vidro
com orificio central foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro, posicionada
sobre uma escala milimetrada. A amostra foi introduzida no orificio da placa-molde,
e em seguida, foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Apés um minuto,
foi realizada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra, na vertical e
horizontal, com auxilio da escala de papel milimetrado. Acrescentou-se
sucessivamente outras placas, em intervalos de um minuto, até que 10 placas
fossem colocadas. Posteriormente calculou-se o diametro médio. A espalhabilidade

foi calculada de acordo com a equagao abaixo (equagéo 1):

Equacao 1. Equagao para Calculo da Espalhabilidade.

T
Ei =d?. =
l 4

Legenda: Ei: espalhabilidade da amostra para um determinado peso (mm?);
d: didmetro médio (mm).

4.1.4 Estabilidade Preliminar

A estabilidade das formulagées foi avaliada conforme o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos (BRASIL et al., 2004) contemplando as analises de

centrifugacao, estresse térmico e estabilidade preliminar (ciclo gelo-degelo).
4.1.4.1 Centrifugacao

O teste de centrifugagao produz condi¢des de estresse nas amostras através do
aumento na for¢ca de gravidade, aumentando-se a mobilidade das particulas de
forma a simular possiveis instabilidades que poderdo ser observadas na forma de
precipitacao, separacao de fases, formagao de caking e coalescéncia. Para tanto, as
amostras foram centrifugadas a temperatura, tempo e velocidade padronizados
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como se segue: Aliquotas de cada formulagédo foram acondicionadas em microtubos
do tipo Eppendorf e submetidas a ciclos de 1000, 2500, 3500, 5000 e 7000 rpm (ou
89, 559, 1095, 2236 e 4382 g) por 15 minutos em cada rotagdo, a temperatura
ambiente. Ao fim de cada ciclo observou-se em cada amostra a ocorréncia de
possiveis modificagdes no sistema como separacdo de fases e formacgédo de
precipitados (BRASIL, 2004).

4.1.4.2 Estresse térmico

Nesta etapa, as amostras foram submetidas a aquecimento em banho
termostatizado na faixa de temperatura de 40 a 80 °C. O aumento da temperatura foi
feito de forma gradativa de 5 em 5 °C, mantendo-se as amostras em cada
temperatura por 30 minutos para entdo proceder-se com a leitura, classificando-se
as amostras como: sem alteracao (SA), levemente modificada (LM), modificada (M),

intensamente modificada (IM) e separagao de fases (SF).

4.1.4.3 Ciclo gelo/degelo

No ciclo gelo-degelo as amostras foram submetidas alternadamente a 4 °C por
24 h e 45 °C por 24 h. A leitura dos parametros avaliados foi realizada antes do teste
(apos 24 h de preparo) e ao final de cada ciclo (corresponde a 48h: 24 h na
geladeira e 24 h na estufa). Desta forma, as amostras foram submetidas a 6 ciclos
na geladeira e 6 ciclos na estufa, alternadamente, totalizando-se 12 dias de analise.
Apdés esta etapa, as amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas, pH e condutividade.

4.2 Avaliacao in vivo da atividade anti-inflamatéria do 6leo de Copaiba ou de

microemulsao contendo 6leo de Copaiba

4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (n= 6 por grupo), pesando entre 25
e 35 g, provenientes do Biotério da UNIFACISA de Campina Grande/PB.
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Estes animais foram mantidos em temperatura (2212 °C) e umidade (60-80%)
controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e ragao.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes para o0s
cuidados com animais de laboratério e normas e consideragdes éticas aprovadas
pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA) da UNIFACISA de Campina
Grande/PB (Projeto n° 0039/18122013; CIAEP/CONCEA n° 01.001.2012) (ANEXO
A).

4.2.2 Inducao da dermatite alérgica

O Cloro-2,4dinitrobenzeno (DNCB) foi usado para induzir a dermatite. Foi feita
tricotomia de uma area de aproximadamente 8 cm? da regido dorsal de cada animal
onde 200 pL de uma solugdo de DNCB 1% (dissolvido em uma mistura de 3:1 de
acetona e dleo de oliva) foram aplicados por 7 dias consecutivos para sensibilizagdo.
Sete dias apos este periodo de sensibilizagdo os animais voltaram a receber a
aplicacao topica diaria de 200 uL de solugdo de DNCB 0,5% durante 4 semanas
(Figura 2).

4.2.3 Tratamentos

Sete dias apos a fase de sensibilizagdo (aplicagéo diaria de solugédo de 200
bML de DNCB 1% por 7 dias consecutivos), os animais receberam aplicagao
de 200 uL de DNCB 0,5%, diariamente por 4 semanas, tendo recebido os
tratamentos 1 hora apos a aplicagdo do DNCB de acordo com a divisao dos

grupos que se segue:

e MICRO B (controle negativo): Animais que receberam a administragéo
topica diaria de 200 yl de microemulsdo branca (microemulsdo sem 6leo
de copaiba);

e MIRISTATO (controle negativo): Animais que receberam a administragéo
topica diaria de 200 pl miristato de isopropila;

e DEXA (controle positivo): Animais que receberam a administragéo topica
diaria de 1 g/kg de creme de dexametasona (1 mg/qg);

e COP 1%: (tratamento): Animais que receberam a administragdo tépica
diaria de 200 yL de 6leo de Copaiba 1% (em Miristato de Isopropila);

e COP 5% (tratamento): Animais que receberam a administragéo tépica
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diaria de 200 yL de éleo de Copaiba 5% (em Miristato de Isopropila);

e MICRO 1%: (tratamento): Animais que receberam a administracdo topica
diaria de 200 yL de microemulsdo contendo 6leo de Copaiba 1%;

e MICRO 5%: (tratamento): Animais que receberam a administracdo topica
diaria de 200 yL de microemulsdo contendo 6leo de Copaiba 5%;

Figura 2. Protocolo de indugado da dermatite alérgica e aplicagao dos
tratamentos.

DNCB 0,5% + 6leo de Copaiba 1% e 5% ou

Microemulsdo contendo dleo de Copaiba 1% e IB o 1
DNCB 1% 5%. ou controles Sacrificio
\AAAAAAS A\AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAS l -

b " + & w o dxin l Amostras de pele »

4 " A A A A -

Avaliacoes I

Tricotomia da

regido dorsal

4.2.4.1 Peso
Todos os animais foram pesados semanalmente. A variacao de peso foi

expressa como a diferengca entre o peso atual e aquele aferido no inicio do
experimento (A).

4.2.4.2 Observacao clinica da dermatite

A severidade da dermatite foi avaliada por seus sinais e sintomas clinicos
(MATSUBARA et al.,, 2009), uma vez por semana durante as 4 semanas dos
tratamentos (Figura 2). O escore total de severidade clinica foi definido como a soma
dos graus de cada escore: 0 (nenhum), 1 (fraco), 2 (moderado), e 3 (severo) para
cada uma das 4 manifestagbes: eritema/hemorragia, edema/papulagao,
escoriacao/erosao e ressecamento/escamacao.

4.2.4.3 Exame histolégico
No final das 6 semanas do experimento todos os animais foram eutanasiados de

acordo com as orientagbes, normas e consideracdes éticas aprovadas pelo Comité
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de Etica no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande/PB, e amostra da pele da regido dorsal de cada camundongo foi retirada e
fixada em formalina 10%. O material foi processado para inclusdo em parafina
seguindo protocolo de desidratagdo em etanol, diafanizagdo com xilol, infiltragdo e
emblocamento em parafina. Foram realizados cortes de 5 pym que foram corados
com hematoxilina-eosina (H&E) para analise em microscépio Optico. Alteragdes
histopatologicas como espessuras da epiderme, derme e hipoderme foram
avaliadas.

4.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média. Analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo Teste de Newman-Keuls foram
utilizados para comparacdo entre os grupos. Foram consideradas significativas as
diferengcas com p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e caracterizagao de Microemulsao Gel-Like contendo éleo

de Copaiba para uso tépico
5.1.1 Producao do diagrama de fase pseudo-ternario

O DFPT obtido esta representado na figura 3. Percebe-se a presenca de
regides representando os diferentes estados apresentados pelas combinagdes dos
componentes do sistema, em especial as regides formadoras de Microemulsao Gel-
like, das quais foi selecionada a formulagéo para incorporagao do 6leo de Copaiba
(Tabela 1).

O tensoativo ndo iGnico selecionado, cremophor® EL, possui menor
toxicidade quando comparados com os tensoativos iGnicos e apresenta boa
compatibilidade cutdnea (TENJARLA, 1999). Contudo, foi escolhido o ponto para
formulagdo que conteve a menor propor¢cdo de tensoativos, a fim de obterem-se

formulagbes mais adequadas ao uso tépico local.

Figura 3. Diagramas de fase pseudo-ternario evidenciando o ponto de
formulacao de Microemulsao (ME) gel-like.

0,00

- 1,00

- 0,00

. 4 4 L4
00 0,25 0,50 0,75 1.00

Miristato de isopropila

Legenda: ESO — sistema opaco; ELO — emulso liquida opaca; ELL — emulsao liquida leitosa;
ESL — emulgel; ST — Sistema Transparente; ME — microemulsao;
oGL- Microemulsdo gel-like.
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5.1.2 Incorporagao do 6leo de Copaiba na formulagao

Duas concentragbes do 6leo de copaiba foram estabelecidas para
incorporacgao na formulagdo anteriormente descrita: 1% (MICRO 1%) e 5% (MICRO
5%) e uma formulagcdo sem o éleo de Copaiba (MICRO B). A incorporagao do dleo
de Copaiba no sistema proposto ndo acarretou instabilidade termodinédmica neste

uma vez que as caracteristicas de limpidez e transparéncia foram conservadas.

Tabela 1. Proporg¢ao dos componentes na formulagao escolhida

Percentagem (%)

Percentagem (%)

Percentagem

Componentes da formulagao da formulagdao | (%) da MICRO B
, MICRO 1% MICRO 5%
Agua destilada 471 47,1 47 1
Cremophor® EL 31,7 31,7 31,7
Miristato de isopropila 20,2 16,2 21,2
Oleo de copaiba 1 5 -

Legenda: MICRO 1%: Microemuls&o contendo 1% de 6leo de copaiba, MICRO 5%:
Microemulsao contendo 5% de 6leo de copaiba e MICRO B: Microemulsdo sem 6leo

de copaiba.

5.1.3 Caracterizagao fisico-quimica das formulagoes incorporadas com o 6leo
de Copaiba

5.1.3.1 Potencial hidrogenionico

Na analise do pH dos sistemas avaliou-se sua adequabilidade das formulagdes
para uso topico local (Tabela 2).

A padronizacao do pH ideal de uma formulagao é feita de acordo com o pH de
estabilidade dos componentes ativos presentes na formulagdo, e na tolerancia
biolégica para produtos cuténeos, que varia de 5,5 a 8,0 (SILVA et al., 2009). A
médias de pH das trés formulagbes se encontra dentro da faixa de tolerancia
bioldgica sendo totalmente compativel com o pH da pele.
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5.1.3.2 Condutividade elétrica

Nas formulagdes estudadas os valores de condutividade elétrica obtidos estdo
representados na tabela 2.

Tabela 2. Médias das triplicatas de pH e condutividade elétrica das
formulagoes

Parametro fisico-quimico
Formulagao
pH Condutividade (o)
MICRO B 6,31 +£0,03 49,46 £ 0,19
MICRO 1% 6,38 £ 0,05 44,54 £ 0,13
MICRO 5% 6,34 £ 0,02 42,76 £ 0,09

Legenda: MICRO 1%: Microemulsdo contendo 1% de 6leo de copaiba, MICRO 5%:
Microemulséo contendo 5% de 6leo de copaiba e MICRO B: Microemuls&o sem 6leo
de copaiba.

Microemulsbes que apresentam goticulas de agua dispersas em Oleo
(microemulsdes A/O) apresentam condutividade elétrica baixa, fato que se deve ao
isolamento das goticulas de agua pelo tensoativo. A condutividade passa a
aumentar com o aumento da quantidade de agua no sistema, que causa a formacgao
de interligacdes entre as goticulas de agua, o que da origem a microemulsées gel-
like (ou bicontinuas), que apresentam uma condutividade elétrica mais alta (ZHANG;
MICHNIAK-KOHN, 2011).

5.1.3.3 Espalhabilidade

Na determinacdo da espalhabilidade, os resultados estdo expressos como
espalhabilidade da amostra em fungéo do peso aplicado (Figura 4).

Uma das principais caracteristicas das microemulsées € a espalhabilidade, pois
esta diretamente relacionada a sua aplicagao local (KNORST, 1991). A Figura 4
mostra que a espalhabilidade da microemulsdo contendo 5% de 6leo de copaiba
(MICRO 5%) aumenta de acordo com o peso aplicado sobre a mesma. Esse dado
informa que a microemulsdo se espalha sobre uma significativa area de superficie,
sob agao de determinado peso.
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Figura 4. Espalhabilidade da formulagao MICRO 5%.
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5.1.4 Estabilidade Preliminar

Ao fim de cada um dos ciclos de centrifugagdo 1000, 2500, 3500, 5000 e 7000
rom (89, 559, 1095, 2236 e 4382 g, respectivamente), as formulagbes
permaneceram estaveis, sem nenhuma alteracdo visivel e sem apresentar
separacao de fases.

No teste de estresse térmico, apos permanecer por 30 minutos em cada
temperatura. as formulagées comegaram a sofrer influéncia da temperatura entre 70
e 80 °C (Tabela 3), se mostrando intensamente modificadas na temperatura de 80
°C, mas sem apresentar separacao de fases.

Na avaliacdo do ciclo gelo-degelo, as formulagbes permaneceram estaveis
durante os 6 ciclos de 48 h (24 h na geladeira/24 h na estufa), ndo sofrendo
alteragdes como turvacao ou separacgao de fases. Ao término do ciclo gelo/degelo,
avaliou-se o pH e condutividade elétrica das formulagdes, ndo se observando

mudangas significativas nestes valores.
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Tabela 3. Resultados do estresse térmico.

Temperatura do estresse térmico (°C)
Formulagao
40 45 50 55 60 65 70 75 80
MICRO B SA SA | SA SA SA | SA| SA | LM M
MICRO 1% SA SA | SA SA SA | SA| SA | LM M
MICRO 5% SA SA | SA SA SA | SA| SA | LM M

Legenda: SA: sem alteragdo; LM: levemente modificada; IM: intensamente
modificada.

De acordo com os resultados de estabilidade preliminar (centrifugagao, estresse
térmico e ciclo gelo-degelo) pode se atestar, desta forma, a estabilidade fisico-
quimica das formulagbes, demonstrando que as mesmas podem ser utilizadas nos

testes in vivo da avaliagao anti-inflamatdria do 6leo da copaiba.

5.2 Avaliagao in vivo da atividade anti-inflamatéria do 6leo de copaiba ou de
microemulsao contendo 6leo de copaiba

5.2.1 Avaliacao dos efeitos dos tratamentos sobre a dermatite alérgica

5.2.1.1 Peso

Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos em todos os
tempos avaliados (p<0,05, Figura 5)
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Figura 5. Variagao do peso dos animais durante o experimento.
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Legenda: A variagdo de peso esta expressa como a diferenga entre o peso atual
e 0 peso no inicio do experimento (A). Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos nos diversos tempos estudados (p<0,05).
MIRISTATO (Miristato de Isopropila); COP 1% (6leo de Copaiba a 1%); COP 5%
(6leo de Copaiba a 5%); MICRO B (Microemulsdo branca); MICRO 1%
(Microemulsado com 1% de 6leo de Copaiba); MICRO 5% (Microemulsdo com 5%
de 6leo de Copaiba); DEXA (Creme de Dexametasona 1mg/g).

5.21.2 Observacgao clinica da dermatite

A soma dos escores clinicos da dermatite tomados ao final do experimento
(semana 6) mostrou que as microemulsées 1% (MICRO 1%) e 5% (MICRO 5%)
foram efetivas em reduzir a severidade da dermatite quando comparadas com o
controle microemulsdo branca (MICRO B) (p<0,05). Ja a aplicacdo do dleo de
Copaiba 5% (COP 5%) agravou significativamente os escores, enquanto que a
aplicacao do 6leo de Copaiba 1% (COP 1%) os reduziu de forma ndo significativa
estatisticamente, ambos comparadas com o grupo controle Miristato de Isopropila
(MIRISTATO). (p<0,05, Figura 6)
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Figura 6. Escores clinicos da dermatite ao final do experimento (semana 6).
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Legenda: MIRISTATO (Miristato de Isopropila); COP 1% (dleo de
Copaiba a 1%); COP 5% (6leo de Copaiba a 5%); MICRO B
(Microemulsdo branca); MICRO 1% (Microemulsdo com 1% de 6leo de
Copaiba); MICRO 5% (Microemulsdo com 5% de o¢leo de Copaiba);
DEXA (Creme de Dexametasona 1mg/g). *Diferente do grupo
MIRISTATO; +Diferente do grupo MICRO B; #Direfente de todos os
outros grupos; p<0,05.

5.21.3 Exame histolégico

Quando se avaliou a espessura da epiderme, os animais dos grupos COP 1%,
MICRO 1% e MICRO 5% apresentaram valores inferiores aqueles do grupo
MIRISTATO. Da mesma forma, os animais do grupo DEXA apresentaram as
epidermes mais delgadas comparado a todos os outros grupos (p<0,05, figura 7).
Quando a derme teve sua espessura avaliada, observou-se efeito muito semelhante,
pois em todos os grupos obteve-se valores significativamente menores que aqueles
do grupo MIRISTATO (p<0,05, Figura 8). A espessura da hipoderme ficou
significativamente menor nos animais do grupo DEXA quando comparado com todos
0s outros grupos, que tiveram valores muito semelhantes entre si (p<0,05, Figura 8).



Figura 7. Espessura da epiderme obtida ao final do experimento.
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Legenda: MIRISTATO (Miristato de Isopropila); COP 1% (6leo de Copaiba a
1%); COP 5% (dleo de Copaiba a 5%); MICRO B (Microemulsdo branca);
MICRO 1% (Microemulsdo com 1% de o6leo de Copaiba); MICRO 5%
(Microemulsdo com 5% de 6leo de Copaiba); DEXA (Creme de Dexametasona
1mg/g). *Diferente do grupo MIRISTATO, p<0,05.
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Figura 8. Espessura da derme obtida ao final do experimento.
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Legenda: MIRISTATO (Miristato de Isopropila); COP 1% (6leo de Copaiba a
1%); COP 5% (oleo de Copaiba a 5%); MICRO B (Microemulsdo branca);
MICRO 1% (Microemulsdo com 1% de dleo de Copaiba); MICRO 5%
(Microemulsdo com 5% de oleo de Copaiba); DEXA (Creme de Dexametasona
1mg/g). *Diferente do grupo MIRISTATO, p<0,05.
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Figura 9. Espessura da hipoderme obtida ao final do experimento.
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Legenda: MIRISTATO (Miristato de Isopropila); COP 1% (6leo de Copaiba a
1%); COP 5% (¢6leo de Copaiba a 5%); MICRO B (Microemulsdo branca);
MICRO 1% (Microemulsdo com 1% de oleo de Copaiba); MICRO 5%
(Microemulsdo com 5% de 6leo de Copaiba); DEXA (Creme de Dexametasona
1mg/qg). *Diferente de todos os demais grupos, p<0,05.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

As microemulsbes foram obtidas satisfatoriamente e apresentaram bons
resultados nos estudos de estabilidade preliminares realizados. O modelo de
dermatite alérgica mostrou-se convincente com seus controles funcionando como o
esperado. Avaliando os atuais resultados em conjunto, podemos dizer que as
microemulsées contendo 6leo de Copaiba a 1% e 5% mostraram-se efetivas em
amenizar os efeitos da dermatite alérgica. O d6leo de copaiba a 5% agrava os
escores clinicos da dermatite. Assim, podemos dizer que nosso sistema
microemulsionado contendo o 6leo de Copaiba tem potencial e merece estudos
posteriores.
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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