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RESUMO

Os oleos essenciais compreendem combinagdes complexas de compostos naturais
volateis sintetizados por plantas aromaticas como metabdlitos secundarios. Uma
substancia abundante presente nos o6leos volateis é o a-felandreno (a-PHE), um
monoterpeno ciclico que apresenta propriedades anti-inflamatorias e cicatrizantes. Uma
formulacdo cutdnea utilizando este bioativo poderia proporcionar beneficios como
tratamento alternativo para inflamacéo e cicatrizagdo. Entretanto, ainda é necessario um
método cromatografico simples capaz de quantificar a a-PHE nas camadas da pele.
Assim, o objetivo do estudo € desenvolver e validar um método analitico utilizando HPLC
para quantificar a-PHE na pele. O método desenvolvido utiliza uma coluna C18 de fase
reversa (15 cm x 4,6 mm, 5 um) como fase estacionaria e um gradiente de eluicao de uma
fase maével constituida por 0,1 % de acido formico em agua e 0,1 % de acido formico em
acetonitrila a um caudal de 0,5 ml/min. a-PHE foi detectado em 263 nm. O método foi
seletivo contra matrizes cutaneas e interferentes de formulacdo, linear (r = 0,9995) na
faixa de concentracdo de 0,5-15,0 ug/mL, preciso com coeficiente de variagdo global
inferior a 5,5%, preciso obtendo recuperacdo da pele dentro de 92-102%, sensivel para a
aplicagdo proposta (limite de detec¢ao = 0,05 pg/mL, limite de quantificagdo = 0,14
pug/mL) e robusto quanto aos parametros metodologicos. Foram desenvolvidas duas
formulacGes, uma com Padrdo a-PHE (1A) e outra com o 6leo Breu Branco (1B). Apos
obtencdo das formulagdes para producdo do diagrama de fases, foram observadas as
proporcOes de fase oleosa, tensoativos e fase aquosa e selecionadas duas das nove, onde
estas possuiram caracteristicas desejaveis e melhor formacdo. Foi realizado a
caracterizagdo das formulagdes desenvolvidas. O estudo de permeagédo in vitro foi
realizado por um periodo de 12 horas com duas amostras: formulacdo 1A e 1B. Foi
verificado o potencial irritante, empregando-se uma modificacdo do método proposto
por Luepke (1985). As formulagdes apresentaram-se ndo irritante segundo a metodologia
proposta, por ndo causar nenhum tipo de eventos como hiperemia, hemorragia ou
coagulacdo apds 5 min de contato com a CAM. Em suma, o método desenvolvido é
adequado para analisar a-PHE na matriz da amostra de pele.

Palavras chaves: Oleo essencial; Alfa felandreno; Validagio; Método analitico; HPLC-

UV; Microemulsao; Aplicacdo tépica.



ABSTRACT

Essential oils comprise complex combinations of volatile natural compounds synthesized
by aromatic plants as secondary metabolites. An abundant substance present in volatile
oils is a-phellandrene (a-PHE), a cyclic monoterpene that exhibits anti-inflammatory and
healing properties. A skin formulation using this bioactive could provide benefits as an
alternative treatment for inflammation and scarring. However, a simple chromatographic
method capable of quantifying a-PHE in the skin layers is still needed. Thus, the aim of
the study is to develop and validate an analytical method using HPLC to quantify a-PHE
in the skin. The developed method uses a reversed-phase C18 column (15 cm x 4.6 mm,
5 um) as the stationary phase and a mobile phase elution gradient consisting of 0.1 %
formic acid in water and 0.1 % formic acid in acetonitrile at a flow rate of 0.5 ml/min. a-
PHE was detected at 263 nm. The method was selective against cutaneous matrices and
formulation interferences, linear (r = 0.9995) in the concentration range of 0.5-15.0
pg/mL, precise with an overall coefficient of variation of less than 5.5%, accurate
obtaining skin recovery within 92—-102%, sensitive to the proposed application (detection
limit = 0.05 pg/mL, quantification limit = 0.14 ug/mL) and robust in methodological
parameters. Two formulations were developed, one with o-PHE Standard (1A) and the
other with Breu Branco oil (1B). After obtaining the formulations for the production of
the phase diagram, the proportions of oil phase, surfactants and aqueous phase were
observed and two of the nine were selected, where they had desirable characteristics and
better formation. The characterization of the developed formulations was carried out. The
in vitro permeation study was carried out over a period of 12 hours with two samples:
formulation 1A and 1B. The irritant potential was verified using a modification of the
method proposed by Luepke (1985). The formulations were non-irritating according to
the proposed methodology, as they did not cause any type of events such as hyperemia,
hemorrhage or coagulation after 5 min of contact with the CAM. In short, the developed
method is suitable for analyzing a-PHE in the skin sample matrix.

Keywords: Essential oil; Alpha phellandrene; Validation; Analytical method; HPLC-

UV; Microemulsion; Topical application.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas com base em extratos naturais
desempenha um papel de destaque nos sistemas de salde, conferindo valor a
biodiversidade do pais e impulsionando os avangos cientificos e tecnoldgicos. Os 6leos
essenciais, derivados de fontes vegetais, representam uma significativa reserva de
moléculas bioativas. Estes compostos englobam uma diversidade de estruturas quimicas,
incluindo hidrocarbonetos e seus derivados, tais como alcoois, acidos, ésteres, aldeidos,
cetonas, aminas, compostos nitrogenados e sulfurados, terpenos oxigenados,
hidrocarbonetos terpenoides e sesquiterpenos. (Baser, 1995; Guan et al., 2019). As
espeécies de Burseraceae sdo conhecidas pelas suas folhas, cascas e resinas gue séo ricas
em oOleos essenciais, triterpenos e outros constituintes. A familia Burseraceae, por
exemplo, de distribuicdo pantropical e composta por 18 géneros e cerca de 700 espécies,
possui representantes com a capacidade de exsudar resinas ricas em 6leos essenciais,
podendo conter até 30% de dleos na resina fresca, e vestigios de latex branco resinoso na
casca, como € o caso de Protium heptaphyllum (Aubl.) March. (Ridiger et al., 2007; Daly,
2022; Tostes, 2020).

O género Protium é o mais representativo no Brasil e a espécie P. heptaphyllum,
conhecida popularmente como breu, breu-branco, amelcegueira-vermelha, amescla,
amescla-mirim, é bastante famosa por suas resinas aromaticas. Dentre os diversos
constituintes presentes nos 0leos essenciais, destaca-se o alfa-felandreno (a-PHE), um
monoterpeno ciclico com duas liga¢cdes duplas em um anel heterociclico (endociclico),
cuja presenca é observada em diferentes concentracdes em varias espécies vegetais. (Kim
e Park, 2015). O alfa-felandreno possui uma estrutura ciclica com duas duplas ligacdes
conjugadas, o que contribui para suas propriedades quimicas e reatividade. A sua formula
molecular é similar a outros monoterpenos, mas sua estrutura Unica confere-lhe
caracteristicas distintas.

Os monoterpenos, como o alfa-felandreno, sdo propensos a oxidacdo quando
expostos ao ar, 0 que diminui sua concentracdo e eficacia ao longo do tempo. O alfa-
felandreno é conhecido por ser quimicamente instavel quando exposto a luz, calor e
oxigénio. Essa instabilidade se deve a presenca das duplas ligacGes conjugadas na sua
estrutura, que sdo suscetiveis a oxidagdo. Em ambiente aberto, especialmente na presenca
de oxigénio, ele pode se degradar, formando compostos como perdxidos, que podem
alterar suas propriedades e reduzir sua eficacia. A instabilidade do alfa-felandreno limita
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sua aplicacdo em alguns produtos comerciais, exigindo cuidados especiais em sua
formulacéo e armazenamento para preservar suas propriedades. E nesse contexto, temos
0s sistemas microemulsionados que estdo sendo amplamente utilizados, devido as
diversas vantagens, como permitindo a veiculacdo de compostos com caracteristicas
fisico-quimicas diferentes, sdo estaveis do ponto de vista termodindmico, melhoram a
estabilidade do principio ativo quando veiculado na fase interna, e que pode ser utilizado
em diversas vias: topica, oral, parenteral, entre outras.

Diversas técnicas cromatograficas, incluindo cromatografia em coluna,
cromatografia em camada fina, cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC),
espectrometria de massa (MS), espectroscopia de ressonancia magnéetica nuclear (NMR),
cromatografia  gasosa/espectrometria de massa (GC/MS) e cromatografia
liquida/espectrometria de massa, tém sido empregadas na analise e identificacdo de
constituintes presentes nos 0leos essenciais. Destaca-se que, até 0 momento, existem
poucos relatos na literatura técnicas utilizando HPLC como método cromatografico para
este composto em particular. Portanto, optou-se por empregar esta técnica na validacéo
do método analitico, visto que tal técnica tem como vantagem sua simplicidade e menos
oneroso 0 processo, assim visando futuros estudos que explorem sua aplicacdo como
alternativa terapéutica para tratamento cutaneo.

A pele, como interface entre o organismo e o0 ambiente externo, exibe uma
estrutura complexa que Ihe confere mdaltiplas fungdes, incluindo protecdo contra agentes
patogénicos e regulacdo da homeostase hidrica e térmica do corpo. Apesar disso, a baixa
permeabilidade do estrato corneo representa uma limitagdo significativa para a
administracdo cutanea de substancias terapéuticas, dificultando a penetracdo de farmacos
até as camadas mais profundas da pele. (Lopes, 2014).

Portanto, o objetivo deste estudo consistiu no desenvolvimento de microemulsdes

contendo alfa felandreno (a-PHE) para aplicagdes topicas.
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2. REVISAO LITERARIA

2.1 Protium heptaphyllum (Breu Branco)

A espécie Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Figura 1), conhecida
popularmente como almecegueira, é encontrada em todo o Brasil, estdo amplamente
espalhadas por regifes tropicais e subtropicais, principalmente na Floresta Amazonica e em
alguns estados nordestinos, como Bahia, Ceard, Piaui, assim como em outros paises da América
do Sul (Coldmbia, Paraguai, Suriname e Venezuela) (Pontes et al., 2007; Mobin et al., 2016).
Esta espécie exsuda uma resina oleosa e amorfa, cujas aplicacdes gerais vao desde a
fabricacdo de vernizes e tintas, na calafetagem de embarcagdes, em cosméticos e como
repelente de insetos. Apresenta alguns usos populares como cicatrizante, expectorante,
antiulcerogénico e anti-inflamatério (Vieira-Junior et al., 2005; Lorenzi, 2008). E uma
planta popularmente conhecida como breu branco e € encontrada abundantemente na
Amazonia (Silva et al., 2016). Na medicina popular, esta espécie é considerada como um
importante agente terapéutico, sendo utilizada como anti-inflamatério, analgésico,

expectorante e cicatrizante de feridas (Pessoa et al., 2002)

Figura 1. Partes da planta Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand. (A) Tronco jovem. (B)

Frutos maduros. (C) Resina aromatica. Fonte: Pereira, 2017. (Breu branco)

A planta pertencente ao género Protiun da familia Burseraceae, caracterizado por
exsudar resinas que se encontram armazenadas em ductos ou cavidades (Lima, 2012),
espécie perenifdlia que atinge até 10 m de altura e 60 cm de diametro (Domente; Mattos,
2010), de casca vermelho-escura, rica em resina aromatica. (Marinho, 2010).

A familia Burseraceae, de distribuicdo pantropical e composta por 18 géneros e

cerca de 700 espécies, possui representantes com a capacidade de exsudar resinas ricas
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em Gleos essenciais, podendo conter até 30% de 6leos na resina fresca, e vestigios de latex
branco resinoso na casca, como é o caso de Protium heptaphyllum (Aubl.) March.
(Rudiger et al., 2007; Daly, 2022; Tostes, 2020). O género Protium é o mais
representativo no Brasil e a espécie P. heptaphyllum.

As espécies de Burseraceae sdo conhecidas pelas suas folhas, cascas e resinas que
sdo ricas em Gleos essenciais, triterpenos e outros constituintes. Algumas espécies desta
familia produzem dleo essencial que possuem potenciais de aplicacdo na perfumaria e na
medicina popular a enorme diversificacdo das espécies de plantas no Brasil e fornece
grande viabilidade econdmica (Rudiger et al., 2009; Siani et al., 2011).

A resina é indicada como contraceptivo, cicatrizante, expectorante, antisépticas,
para doenca de chagas, hemorragia, ansiedade, bronquite, sinusite, indigestdo e
cicatrizacao, também como emoliente, e ainda utilizada como analgésica, principalmente
para dores de cabeca, por comunidades da regido Amazonica (Mobin et al., 2016; Murthy
et al., 2016; Silva et al., 2016a). A resina também é usada na reparacéo de canoas e para
a producdo de fumacga no ambiente, servindo como repelente (Silva et al., 2016a). Em
adicdo, estudos recentes comprovaram a atividade fungicida, acaricida, antimicrobiana,
bactericida e gastroprotetora de 0leos volateis de P. heptaphyllum (Pontes et al., 2007a;
Mobin et al., 2016; Lima et al., 2016; Cabral et al., 2018; Araujo et al., 2011).

2.2 Felandrenos

Os felandrenos compreendem alfa-felandreno (a-PHE) e beta-felandreno (B-PHE)
(figura 2), proeminentemente encontrados em espeécies de plantas de eucalipto. Os PHE
também estdo presentes em outras plantas, como horteld, pimenta-do-reino, salsa, canela,
lavanda, pinheiro, capim-gengibre, erva-doce e endro (Trulieve, 2022). Os PHE sao
herbaceos com diferentes aromas, conhecidas por sua atividade antifangica (Zhang, Sun,
Chen, Zeng, & Wang, 2017), anti-inflamatoria, anti-hiperalgésica, antidepressiva
(Piccinelli et al., 2015), analgésica (Lima et al., 2012) e anticancerigena (Hsieh et al.,
2014; Lin et al., 2016). Metabolitos secundarios derivados de plantas compreendem
diferentes componentes ativos, mais prevalentemente, terpenos, alcaloides e compostos
fendlicos (Kennedy e Wightman, 2011). Os terpenos encontrados nas plantas séo
extraidos por varios métodos, os quais apresentam propriedades caracteristicas, sendo

volateis e lipofilicos. (Bizzo, Hovell e Rezende, 2009; Lima et al., 2012).
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Figura 2. Estrutura quimica de PHEs — Phellandrenes.

2.3 Oleos Essenciais e Alfa Felandreno (a-PHE)

Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas em
resposta a fatores de estresse. Apresentam-se como misturas complexas de moléculas
lipossollveis e volateis, que podem ser obtidos de uma planta ou partes dela, como caule,
raizes, folhas, sementes e flores (Hyldgaard; Mygind; Meyer, 2012). Geralmente sdo
extraidos por hidrodestilacdo, destilacdo a vapor ou seca, bem como por processo
mecanico (prensagem) (Bayala et al., 2014; Miguel, 2010). Seus principais componentes
sdo terpendides e fenilpropandides, além dos compostos aromaticos e alifaticos. No
entanto, a composicdo e o rendimento dos Oleos essenciais podem ser afetados por
condicdes externas como clima, solo, aporte de agua, altitude e demais condi¢des de
crescimento (Calo et al., 2015).

As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais geralmente sdo atribuidas aos seus
componentes majoritarios, mas em alguns casos, a atividade deve ser atribuida a
combinacdo dos constituintes (Raut; Karuppayil, 2014). Hoje, os estudos em torno dessas
misturas, buscam identificar compostos majoritarios responsaveis pelas atividades
biol6gicas, com alta potencialidade, biodisponibilidade e baixo perfil de toxicidade
(SEVERINO, 2008).

Os consumidores de 6leos essenciais no mundo crescem expressivamente, em
razdo de suas vastas propriedades terapéuticas, rentabilidade e principalmente pelo
interesse em substituir substancias sintéticas potencialmente toxicas por compostos
naturais, em que algumas ja sdo conhecidas e consumidas pelo homem ha muito tempo
(Bizzo; Hovell; Rezende, 2009).

19



Assim, cresce a cada dia, o0 interesse e a busca por produtos naturais que possuam
um alto poder antioxidante para serem usados de forma terapéutica. Muitos Oleos
essenciais e seus compostos majoritarios chamaram atengdo por demonstrarem atividades
redox significativas, podendo se tornar importantes moduladores desse desequilibrio
oxidativo (Guimardes et al., 2010; Silva; Jasiulionis, 2014).

O oleo essencial pode ser extraido de parte de plantas como frutas, flores, cascas,
ou de plantas inteiras, como especiarias e ervas medicinais. Sao caracterizados
quimicamente como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo
alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou aromas. Parte das propriedades
farmacéuticas descritas para plantas medicinais sdo creditadas aos 6leos essenciais (Filho,
et al., 2016; Pereira, et al., 2018).

Os Oleos sdo compostos por terpenos, monoterpenos, sesqueterpenos,
fenilpropanoides entre outros, sdo de elevado interesse cientifico sendo de grande
importancia estudos relacionados as atividades bioldgicas (Filho e Yunes 1998; Stermitz,
et al., 2000; Carini, et al., 2015; Marques et al., 2017). Os 6leos essenciais sdo utilizados
nas industrias farmacéuticas para fabricacdo de cosméticos e perfumarias e
farmacologicamente com fins medicinais e industrias alimenticias como conservantes
(Pereira, 2017). Peixinho et al. (2019) afirmam que o fato de serem naturais e
biodegradaveis, geralmente apresentam baixa toxicidade a salde publica, € uma opgao o
uso de 0leos essenciais.

O composto a-PHE (C1oH16) ou 2-metil-5-propanol-2-cicloexano-1,3-dieno é um
monoterpeno ciclico encontrado em diversas plantas cujo potencial terapéutico foi
relatado na literatura cientifica, tais como Schinus molle L. (aroreira-salso), Monodora
myristica (noz-moscada jamaicana), Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha),
Annona senegalensis (maca africana), entre outras (Chalchat et al., 1997; Lin et al., 2013,
Da Silva et al., 2016).

O monoterpeno a-PHE € comumente utilizado em perfumarias e como
aromatizante, sua fragrancia se assemelha a pimenta preta e possui coloracdo levemente
esverdeada (Cataldo; Keheyan; Baccaro, 2004; Iscan et al., 2012). Em temperatura
ambiente se apresenta em forma de liquido, possui ponto de ebulicdo em 172°C e peso
molecular 136,23g/mol, soluvel em éter e insoltvel em agua (Pubchem, 2020).

Foi nomeado apds Eucalyptus phellandra (E. phellandra), a planta de onde a-
PHE foi isolado pela primeira vez. a-PHE é um composto natural derivado de plantas

com varias propriedades medicinais, encontrado Gtil nas industrias farmacéutica,
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alimenticia, cosmética e de perfumaria (Bizzo, Hovell e Rezende, 2009; Iscan et al.,
2012).

Apesar de ndo haver muitos estudos a respeito das atividades biolégicas desse
composto individualmente, seu potencial efeito terapéutico esta relacionado a sua
presenca majoritaria na composicao de alguns 6leos essenciais (Zhang et al., 2017).

E importante salientar que os felandrenos, especialmente o alfa, possui baixa
estabilidade fisico-quimica, pois quando exposto ao ar, sofre oxida¢do. Uma das formas
de auxiliar na estabilidade e melhorar a atividade bioldgica seria incorpora-lo em uma

formulacdo nanoestrutura, como as microemulsdes.

2.4 Sistemas Nano e Microemulsionados

Formulagdes e sistemas que utilizam nanotecnologia apresentam inumeras
vantagens em relacdo as formas farmacéuticas convencionais. Nanoparticulas
poliméricas e nanocapsulas, lipossomas, nanoemuls@es, entre outras, sdo tecnologias
inovadoras capazes de promover o aumento da solubilidade e biodisponibilidade, reducao
da toxicidade, melhora da atividade farmacoldgica, aumento da estabilidade, liberacédo
sustentada, protecdo contra degradacéo fisica e quimica, entre outras (Chancal, Swarnlata,
2008; Ajazuddin, 2010; Ansari, Sameem, Islam, 2012).

Devido ao tamanho reduzido de goticulas, as nanoemulsdes sdo formulacdes que
apresentam excelente estabilidade e que permitem a distribuicdo de ativos de forma
uniforme na pele (Bouchemal et al, 2004). As nanoemuls6es podem ser obtidas conforme
0 mecanismo fisico-quimico envolvido, que incluem os métodos de alta energia, baixa
energia ou uma combinacdo deles (Choudhury et al., 2017; Montes De Oca-Avalos;
Candal; Herrera, 2017).

Embora apresentem caracteristicas de composicdo semelhantes as emulsdes, as
nanomulsdes sdo sistemas coloidais liquidos, transparentes e transllcidos devido ao
tamanho de goticulas estarem em escala nanométrica (normalmente entre 20 e 200 nm).
Esses sistemas possuem maior estabilidade em relacdo as emulsdes convencionais quanto
a sedimentacdo e cremeacdo das fases, sdo transparentes e podem ter a espalhabilidade
aumentada devido a baixa tensdo interfacial que existe entre as fases, sendo Otimas
escolhas para aplicacdo topica (Fernandez, Rieger, Angelina, 2004; Solans et al, 2005).

As nanoemulsdes sdo utilizadas para veicular ativos isolados ou extratos naturais,
principalmente nas industrias alimenticia (Mcclements, 2012; Donsi et al., 2012; Liang
et al., 2012) e farmacéutica (Nuchuchua et al., 2009; EID et al., 2014). Nanoemulsdes de
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aplicacdo tdpica podem atuar rompendo a camada bilipidica da pele e promovendo assim
um aumento da permeabilidade de ativos. Os constituintes interagem com as camadas
lipidicas do estrato corneo, alterando a estrutura dessa barreira sem a necessidade da
incluséo de promotores de absorcdo na formulacdo (Aggarwal; Goindi; Khurana, 2013).
Esses sistemas carreadores tém se mostrado mais eficientes na penetragdo transdérmica
de farmacos do que os sistemas convencionais, apesar da baixa viscosidade e consequente
dificuldade na aplicacdo devido o escoamento do produto (Fouad et al., 2013; Choudhury
etal., 2017).

Além disso, apresentam baixa irritabilidade e toxicidade, possuem superficie de
contato maior devido ao seu tamanho e consequentemente melhoram a penetragéo do
farmaco, podem ser formulados em diversas formas farmacéuticas, podem incorporar
farmacos hidrofilicos e lipofilicos em uma mesma formulacéo e é eficiente para mascarar
sabores desagradaveis quando administradas pela via oral (Jaiswal, Dudhe, Sharma,
2015).

E imprescindivel a presenca de agentes tensoativos para diminuir a tensio
interfacial e promover a formacao de tais sistemas (Callender et al., 2017). Os tensoativos
sd0 compostos organicos que possuem grupos hidrofilicos (cabecas) e grupos
hidrofobicos (caudas). Também chamados de moléculas anfifilicas ou anfipéticas, os
tensoativos sdo soluveis tanto em solventes polares quanto em apolares (Corazza et al.,
2010). De forma geral, eles possuem a capacidade de emulsificar e estabilizar diversas
formulacBes de aplicacdo tdépica. Além disso, estas substancias podem aumentar a
permeabilidade de membranas biolégicas como a pele (SARPOTDAR; ZATZ, 1986;
SHOKRI et al., 2001), por meio da interagdo com os componentes lipidicos cutaneos
(Corazza et al., 2010; Erdal et al., 2016).

Microemulsdo é um sistema interfacial formado pela auto-organizacdo de
moléculas tensoativas que formam microestruturas dispersas em um meio com trés ou
mais constituintes: tensoativo, 6leo e agua (Florence e Attwood, 2011). Apresentam-se
como misturas isotrépicas, transparentes, termodinamicamente estaveis, usualmente
formadas pela mistura de agua e 6leo estabilizada por um filme de compostos tensoativos
e co-tensoativos. Além disso, estes sistemas apresentam capacidade de se formar
espontaneamente, podendo existir sob varias formas estruturais: globular, bicontinuas,
cubicas ou lamelares (Silva et al., 2009). Esses sistemas apresentam como caracteristica
primordial a capacidade de formar uma emulsdo muito fina por homogeneizagao suave

com fase aquosa, cujas dimensdes das goticulas da fase interna sdo da ordem de
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nandmetros, além da capacidade de incorporar diferentes classes de farmacos com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Devido sua estabilidade termodindmica,
apresentam tempo de vida util superior quando comparado com suspensdes e emulsdes
(Formariz et al., 2005).

Dependendo da polaridade da fase dispersa, a microemulsdo pode ser classificada
em 6leo em agua (O/A) ou direta e 4&gua em 6leo (A/O) ou inversa, sendo agua em 6leo
(A/O) aquela na qual as goticulas de &gua, envolvidas pelo tensoativo e co-tensoativo,
encontram-se dispersas na fase externa constituida pelo éleo. Ja em microemulséo 6leo
em agua (O/A) a fase dispersa € composta pelas goticulas de éleo que estéo solubilizadas
na fase externa aquosa por acdo dos tensoativo e co-tensoativo (Gomes, 2009). A figura
4 representa as estruturas de microemulsdo 6leo em agua (O/A) e &gua em 6leo (A/O).

AIO

O\‘(\f\

Tensoativo co-tensoativo

Figura 3. Estrutura da microemulsdo O/A e A/O (Gomes, 2009)

Estas substancias que influenciam na superficie de contato podem ser classificadas
quanto a carga elétrica existente em sua porcéao hidrofilica. Existem basicamente quatro
grupos principais: anidnicos, catiénicos, anfotéricos e ndo ibnicos. Os catibnicos e
anfotéricos apresentam um alto grau de citotoxidade, enquanto os anidnicos e ndo-idnicos
sdo considerados mais brandos neste quesito. Os agentes emulsionantes n@o-idnicos
possuem carga elétrica neutra e sdo considerados 0s tensoativos menos irritantes para a
pele. Em especial, sdo muito utilizados em preparacdes de aplicacdo tdpica porque além
da sua baixa toxicidade apresentam maior capacidade de interagir com o colesterol e
acidos graxos da pele (Corazza et al., 2010; Erdal et al., 2016). Essas moléculas agem
principalmente diminuindo a tensdo interfacial entre o 0leo e a agua, promovendo a

emulsificacdo do sistema atraves da formacéo de micelas (Corazza et al., 2010).
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Ja& na figura 5 mostra uma ilustragdo com as estruturas de sistemas

microemulsionados (SME).
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Figura 4 — Representacdo esquematica dos SME, com o 6leo representado em cinza e a

agua em branco. (Damasceno et al., 2011).

Na maioria das vezes, um cotensoativo também € utilizado para auxiliar na
formacdo da microemulsdo, portanto diagramas pseudoterndrios sdo comumente
utilizados para representar as faixas de composicdo da mistura de O6leo, agua e
tensoativo/cotensoativo que formam uma microemulsdo em uma temperatura e pressao
definidos (Zhao et al., 2011). A figura 6 mostra como determinar a composi¢do de um
ponto qualquer do diagrama contendo agua o6leo e o sistema T/C

(tensoativo/cotensoativo).

Oleo 20% Sistema T/C Sistema T/C

Figura 5 — Figura ilustrativa da leitura de um diagrama de fases pseudoternario. (Surman
etal., 2009).

Normalmente, para determinar a regido do diagrama em que ha formacdo de

microemulsdo, sdo preparadas varias amostras com composicdes diferentes. Observam-
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se as amostras que formam microemulsdo e as que formam sistemas polifasicos. As
amostras transparentes (microemulsdes) sdo tituladas (com agua ou com o0leo) até se
tornarem turvas. Assim obtém-se varios pontos da curva que separa as regides de
formacéo e de ndo- formacdo de microemulsdo (Schmidts et al., 2009; Zhao et al., 2011).

Equilibrio hidréfilo — lipdfilo (EHL) € um sistema de classificacdo, onde séo
dados aos tensoativos designacdes numéricas entre 1 e 20, dependendo da forca das
porces lipofilicas e lipofilicas da molécula (Ferreira, 2010). O valor de EHL aumenta
proporcionalmente com a hidrofilia da molécula, sendo assim, substancias de EHL menor
que trés, sdo lipofilicas, apresentando apenas propriedades antiespumantes, ja 0s
tensoativos com EHL com valor de 3 a 6 apresentam propriedades emulsificantes e
formam emulséo A/O, e emulsbes O/A séo formadas com o uso de tensoativos com EHL
entre 8 e 18, sendo as substancias com EHL entre 15 e 18 classificados como agentes
solubilizantes.(Prista et al., 1995; Zanin et al., 2013).

A proporgao de tensoativos que deve ser utilizada na formulacgdo é determinada
através da verificacdo dos valores do EHL de cada surfactante e do 6leo envolvido
(Formariz et al., 2005, Oliveira et al., 2004, Zanin et al., 2013). Uma melhor solubilizacao
de 6leo e agua é alcancada por meio de tensoativos com equilibrio hidrofilo-lipofilo
adequado (Mittal, 1999). O valor do EHL pode ser encontrado na literatura, e quando este
valor ainda ndo € conhecido pode ser determinado através de equaces baseadas na
férmula molecular da substancia. Na pratica, a determinacdo do EHL de uma substancia
baseia-se na avaliacdo de emuls@es seriadas, onde o EHL ideal corresponde ao da emulsao

que apresentou maior estabilidade (Zanin et al., 2003).

2.5 Pele e anexos cutaneos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a cerca de 15% do total
do peso corporal de um adulto e possui uma area de superficie de aproximadamente 2 m2,
Suas principais fungdes sdo: regular a temperatura corporal, auxiliar o funcionamento do
sistema nervoso, regular da quantidade de adgua corporal e proteger o organismo contra
injarias, microrganismos, substancias externas e radiacdes presentes no ambiente, como
a radiacéo ultravioleta (UV) (Lai-Cheong, Macgrath, 2013; Dabrowska, et al, 2016).

E formada por trés camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 7). A
hipoderme é a camada mais interna da pele, situando-se abaixo da derme e acima do
tecido muscular. E composta por adip6citos e se conecta a derme por meio de fibras de

coldgeno e elastina. Apresenta como funcdo o isolamento térmico e reserva de energia,
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sendo responsavel por armazenar 80% da gordura corporal (Khavkin, Ellis, 2011; Lai-
Cheong, Macgrath, 2013). A camada mais externa chamada epiderme é composta por
células justapostas e queratinizadas altamente impermeaveis evitando perda de &gua para
0 ambiente e entrada de microrganismos indesejados. Nessa camada ha o estrato corneo,
com células altamente diferenciadas, os queratindcitos, que formam a principal barreira
para administracdo dos farmacos. Ha também melandcitos, células de Merkel, células de
Langherhans intercaladas entre os queratindcitos formando a derme viavel (Chorilli;
Brizante, 2007).

A funcéo de barreira € atribuida principalmente pelo estrato corneo, devido ao
arranjo estrutural lipidico da matriz intercelular que fica ao redor das células denominadas
cornedcitos. Os lipidios que compdem a matriz intercelular sdo principalmente ceramidas,
colesterol, ésteres de colesterol, acidos graxos e uma pequena fracdo de sulfato de
colesterol (Moser et al., 2001). Essa natureza obstrutiva do estrato corneo impede que
algumas moléculas de fora penetrem diretamente na pele. Em contrapartida, permite a
penetracdo de compostos lipossoluveis facilmente (Akhtar, 2014; Pouillot, 2008).

A epiderme é a primeira camada da pele e € subdividida em 4 camadas: basal,
espinhosa, granulosa e cornea (Figura 8) (Khavkin; Ellis, 2011; Lai-Cheong, Macgrath,
2013). A derme é subdividida em derme papilar e reticular, estando localizada logo abaixo
da epiderme e tendo como funcdo a sua sustentacdo e nutricdo. Essa camada € composta
por fibras de colageno e elastina, assim como por fibroblastos, mastécitos, células
dendridicas vasos sanguineos, nervos, foliculos pilosos, glandulas sebéaceas, masculo
eretor de pelo e glandulas sudoriparas. A derme é a camada mais espessa (1 a 4 mm). E
ela quem nutre e mantém as células da epiderme, até que estas terminem sua diferenciacao

e morram) (Lexander et al., 2012).
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Figura 6. Camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme

Fonte: adaptado de https://www.todamateria.com.br/pele-humana.

A camada basal, também conhecida como estrato germinativo, é a mais profunda
da epiderme e composta por células-tronco com ndcleos mitéticos, que se diferenciam
constantemente em queratindcitos. Nessa camada também se encontram os melandcitos,
células produtoras de melanina responsaveis pelo pigmento da pele, olhos e cabelos, e as
células de Merkel, responsaveis pela resposta sensorial.

Na camada espinhosa encontram-se as células de Langerhans, células
apresentadoras de antigeno derivadas de medula dssea, além de granulos de melanina
(Khavkin; Ellis, 2011).

A camada granulosa é composta por células achatadas e granulos queratohialina
e lamelares. Os granulos queratohialina possuem precursores de queratina e os lamelares
realizam a sintese de fosfolipideos, responsaveis pela manutencéo da integridade da pele
(Yousef, Alhajj, Sharma; 2019).

A camada cornea, ou estrato corneo, € a Ultima e mais externa camada da
epiderme, composta por queratindcitos achatados que perderam seu nucleo e organelas.
E a primeira defesa imunoldgica do organismo, sendo a principal barreira & penetracio
de farmacos (Khavkin; Ellis, 2011; Yousef, Alhajj, Sharma; 2019).
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Figura 7. Camadas da epiderme e estruturas: camada basal, camada espinhosa, camada

granulosa e camada cornea.
Fonte: Adaptado de http://mimvet.blogspot.com.br/2015/10/mcac-ii-fisiologia-dapele.html

Existem espacos no estrato corneo para que se mantenha o equilibrio hidrico da
pele, ocorra a secrecao de suor e sebo para manutencao do organismo, assim € nesta regido
que podera ocorrer a absorcao transdérmica dos farmacos. De fato, a pele regula o fluxo
de moléculas de &gua para o interior e exterior do organismo, permitindo também o
influxo de pequenas moléculas lipofilicas e com baixo peso molecular (Karand;
Mitragotri, 2009).

A permeacdo de farmacos através da pele ocorre por meio de trés vias: via
intercelular (pela matriz lipidica que circunda os cornedcitos), via transcelular
(atravessando os cornedcitos e a matriz lipidica) e via apéndices (através dos foliculos
capilares e glandulas sudoriparas) (Moser et al., 2001). A penetracdo dos compostos
aplicados por via tépica ocorre preferencialmente pela matriz intercelular passando pelos
cornedcitos de forma sinuosa. Os foliculos pilosos possuem caracteristicas distintas que
favorecem a penetracdo ao apresentarem a parte inferior ndo queratinizada, porém os
apéndices de pele e foliculos pilosos compreendem apenas 0,1% do total da superficie da
pele humana (Akhtar, 2014). A camada mais externa da epiderme, chamada de estrato
corneo, possui uma espessura de 10 a 40 um. Essa camada ¢ a principal barreira para

permeacao de medicamentos por via topica (Bartosova; Bajgar, 2012).

2.6 Aplicabilidade do oleo
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Como primeira linha de defesa do organismo, a pele humana tem funcGes
importantes, atuando como barreira fisica contra traumas, microrganismos e parasitas,
entre outras funcbes vitais (Gurtner et al., 2008). Qualquer lesdo que leve a
descontinuidade da pele pode ser chamada de ferida e, geralmente, sofre cicatrizacdo. O
processo de cicatrizacdo de feridas visa restringir o dano tecidual e permitir a restauragédo
da integridade e fungdes dos tecidos afetados. Pode ser dividida em trés fases sobrepostas,
denominadas fases inflamatoria, proliferativa e maturatéria, e envolve componentes
da matriz extracelular, células residentes e leucdcitos, além de mediadores lipidicos e
proteinas (Gurtner et al., 2008; Barrientos et al., 2008; Schreml et al.,2010).

As lesdes por queimadura podem provocar respostas locais e sistémicas
dependendo do nivel que elas atingem. Esses niveis podem ser classificados em
queimaduras de 1° (quando se tem eritema envolvendo apenas a epiderme e sdo
geralmente secas e dolorosas, normalmente causadas pelo sol), queimaduras de 2°
(apresentando queimaduras superficiais de espessura parcial envolvendo a epiderme e a
derme superior geralmente sdo Umidas e dolorosas, tipicas de lesdo por escaldadura e
objetos quentes), queimaduras de 3° (envolve queimaduras de espessura total envolvendo
a epiderme e a derme e lesbes nos apéndices, sendo secas e insensiveis, normalmente
causadas por fogo) e queimaduras de 4° (ja envolvem o tecido subcutaneo subjacente,
tenddes ou 0ssos, na maioria das vezes causadas por lesdo elétrica de alta voltagem)
(Figura 9) (BMJ, 2017).

Pele Intacta Queimadurade 1° Grau

Queimadura
de 1° grau
Acomete apenas
a derme

Queimadura
de 2° grau
Acomete derme
e epiderme

Queimadura
de 3° grau
Acomete derme,
epiderme

e hipoderme

Queimadurade 2° Grau

Figura 8. llustracdo dos niveis de queimaduras comparadas a pele intacta.

29


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/parasite-microbiology
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/injury
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/wound
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/wound-healing
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/tissue-injury
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix

A cicatrizacao das lesdes epiteliais depende desse conjunto dinamico de alteracdes
teciduais importantes na manutencdo da integridade do organismo, que envolve
inflamacg&o, quimiotaxia, proliferacdo celular, diferenciacdo, remodelagdo, sintese de
elementos que constituem a matriz extracelular, como o colageno, elastina e fibras
reticulares (Takeo; Lee; Ito, 2015).

Diante do citado, temos a espécie Protium heptaphyllum March (Burseraceae),
conhecida popularmente como almecegueira, € encontrada em todo o Brasil, apresenta
alguns usos populares como cicatrizante, expectorante, antiulcerogénico e
antiinflamatério (Vieira-Junior et al., 2005; Lorenzi, 2008). O seu Oleo essencial é
utilizado na medicina popular como um anti-inflamatorio, analgésico, cicatrizacéo de
feridas e agente estimulador, e para o tratamento de inUmeras doencas (Araujo et al.,
2011; Limaet al., 2016). As folhas e casca séo utilizadas como hemostatico, cicatrizante,
anti-inflamatoria e descongestionante nasal. A resina é indicada como contraceptivo,
cicatrizante, expectorante, antisépticas, para doenca de chagas, hemorragia, ansiedade,
bronquite, sinusite, indigestao e cicatrizacdo, também como emoliente, e ainda utilizada
como analgésica, principalmente para dores de cabeca, por comunidades da regido
Amazonica (Mobin et al., 2016; Murthy et al., 2016; Silva et al., 2016a).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

e Desenvolver sistemas microemulsionados contendo 6leo de Protium

heptaphyllum (Aubl.) Marchand e avaliar o perfil de penetracdo/permeacéo

cutanea in vitro em modelo de pele de suino.

3.2 Objetivos especificos:

Desenvolver um método analitico por HPLC para quantificacdo do alfa felandreno
em estudo de permeacéo cutanea in vitro;

Obter microemulsdes contendo padrédo alfa felandreno e éleo Breu branco;
Caracterizar as microemulsdes obtidas quanto ao tamanho da goticula, potencial
zeta, viscosidade, pH;

Avaliar a estabilidade das formulagBes em temperatura ambiente e em geladeira;
Avaliar o potencial de irritabilidade da formulag&o através do teste de HET CAM,;

Realizar estudos de permeacao in vitro através da pele de suinos intacta;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Produtos quimicos e reagentes

O padrédo a-PHE (>88%) utilizado neste estudo foi adquirido comercialmente da
Sigma-Aldrich® (Steinhiem, Alemanha) e o dleo essencial da planta Breu Branco
(Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand) foi fornecido pela Universidade Federal do
Pard (UFPA). Etanol e acetonitrila grau HPLC foram adquiridos da Dindmica-Quimica
contemporanea LTDA (Sao Paulo, Brasil), todas as preparacdes e andlises foram
realizadas com agua ultrapura (Millipore, Illkirch Graffenstaden, Franga). Span® 80 e
kolliphor EL® foram obtidos de Sigma-Aldrich (Steinhiem, Alemanha), e Labrasol® foi
obtido de Gattefossé (Franga). A fita Scotch® 845 (3 M, St Paul, MN, EUA) foi utilizada
para realizar a retirada do estrato corneo. A pele utilizada nos experimentos de permeacao
e recuperacdo foi proveniente de orelhas de suinos, obtidas de um abatedouro local (Via

Carnes, Formosa, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo de extratos de pele

A técnica de tap stripping foi utilizada para separar o estrato corneo do restante
da pele suina. Para isso, toda a pele foi colocada sobre um suporte, o0 estrato corneo foi
removido com o auxilio de 15 pedacos de fita adesiva 3M e o restante da pele foi cortado
em pequenos pedacos. Em seguida, cada amostra da camada de pele (estrato corneo e pele
remanescente) foi colocada em frascos de vidro fechados individuais com 5 mL de etanol
para extracdo de a-PHE (estrato de pele e estrato corneo). As amostras foram mantidas
sob agitacdo magnética (300 rpm) durante 24 horas a temperatura ambiente. O solvente

foi entdo filtrado através de um filtro de membrana de 0,45 pm.

4.2.2 Preparacdo de solucGes de estoque

A solucdo-estoque (20,645 ug/mL) foi preparada diluindo-se 13,8 uL de a-PHE
em 25 mL de etanol. Em seguida, 500 pL dessa solucao foram transferidos para um frasco
de 10 mL, completado o volume com etanol e armazenado em refrigerador (2° — 8 °C)
para posterior utilizacdo na validacdo do meétodo analitico. Trés solugdes de estoque
foram preparadas. Curvas analiticas foram preparadas a partir dessas solucdes, variando

a concentracao de 0,5 — 15,0 pg/mL.
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4.2.3 Varredura

Inicialmente, a selecdo do comprimento de onda maximo de absor¢do do a-PHE
foi realizada com base em varreduras espectrofotométricas utilizando um equipamento

espectrofotométrico UV (Lambda Bio Model, PerkinElmer, Reino Unido).
4.2.4 Aparelhos e condi¢Bes cromatogréficas

A analise quantitativa do a-PHE foi realizada com cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando-se equipamento Shimadzu LC 20-AD, equipado com
detector DAD (SPD-20A), bomba (LC-20D), desgaseificador (DGU-20A3), injetor
automatico (modelo 9SIL-20AD), forno (modelo CTO-20AS) e computador equipado
com o software de anélise Shimadzu LC. A coluna de fase reversa C18 Discovery HPLC
Supelco Sigma-Aldrich (15 cm x 4,6 mm, 5 um) foi usada como fase estacionaria. A fase
movel consistiu de uma mistura de 0,1 % de acido formico em agua (fase A) e 0,1 % de
acido formico em acetonitrila (fase B). Um sistema de eluicdo em gradiente foi usado
variando a concentracao de fase (A/B %) ao longo dos 40 min de tempo de execucéo,
conforme descrito: 15/85 (0,01-10 min), 0/100 (10,1-20 min) e 15/85 (20,1-40 min).
Aplicado a uma vazao de 0,5 mL/min, volume de injecdo de 50 pL em cada anélise e o
forno de coluna regulado para uma temperatura de 45 °C. A detecgéo foi realizada em
263 nm, representando o comprimento de onda méximo de absorcao no espectro UV para
a-PHE.

4.2.5 Desenvolvimento do Método Analitico

A validacdo do método cromatografico proposto estava de acordo com as
diretrizes da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) e RDC n° 166, de 24 de
julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Diferentes
condicBes cromatogréficas foram testadas, como composicdo de fase mdvel, vazdo e
volume de injec¢do, a fim de obter picos cromatograficos de a-PHE com desempenho
analitico aceitavel, considerando os parametros de seletividade, linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo (LD e LQ, respectivamente), preciséo, exatiddo e robustez, de

acordo com as diretrizes.

4.2.6 Seletividade
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Solu¢do padrdo de o-PHE (5,0 ug/mL) foi avaliada na auséncia (solucdo em
branco) e na presenca de pele e formulacao (microemulséo). Os ensaios foram preparados
a partir de seis fontes independentes de cada matriz, a matriz cutéanea foi preparada
conforme descrito anteriormente na Secdo 4.4.2. Os resultados foram examinados
comparando-se 0 tempo de retencao e a area de pico. Além disso, 0 6leo essencial extraido
da Protium heptaphyllum foi avaliado na auséncia de o-PHE. Todos os calculos
estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (Boston, MA,
EUA).

4.2.7 Linearidade

Para determinar a linearidade do método, foram realizadas seis dilui¢des (0,5; 1,0;
3,0; 5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL) em triplicata de cada concentracdo, a partir da solugdo
estoque com concentragdo de 20,645 ug/mL, utilizando-se etanol solvente como diluente
das solucBes. A andlise estatistica dos dados foi obtida pelo método de regresséo linear,
coeficiente angular de significancia e testes de proporcionalidade pelo teste t de Student
(p = 0,05). Os fatores de resposta foram calculados considerando a razao entre a area do
pico e a concentracdo do analito (Angelo et al., 2016; Cardoso, Uwai, Gratieri, Cunha-
Filho, & Gelfuso, 2023; Pereira, Matos, Gratieri, Cunha-Filho, & Gelfuso, 2018; Quintao,
Ferreira-Nunes, Gratieri, Cunha-Filho, & Gelfuso, 2022).

4.2.8 Limite de deteccdo e quantificacéo

As concentragdes minimas de a-PHE a serem detectadas e também quantificadas
(LD e LQ, respectivamente) foram calculadas com base no desvio padrao (o) e inclinagdo
(S) das trés curvas de calibragdo de acordo com as seguintes Equacoes (1 e 2):
LD = (3,3Sx o) (1)

__(10xo0)

1Q =222 (2)

4.2.9 Precisado

A precisdo foi analisada em relagdo aos estudos de repetibilidade e preciséo
intermediaria. Para os testes de repetibilidade (intraensaio), as amostras foram preparadas
em trés diferentes concentracBes da curva de calibragao (0,5; 5,0 e 15,0 ug/mL), ¢

analisadas em triplicata para cada amostra. Para a analise de precisdo intermediaria
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(interensaio), amostras em trés diferentes concentragdes (0,5; 5,0 e 15,0 ug/mL) foram
analisadas em triplicata para cada concentracdo em CLAE, em dias diferentes, por dois
analistas diferentes. Os resultados de precisdo foram expressos como coeficiente de
variacdo (CV), calculado de acordo com a Equacéo (3), utilizando-se o desvio padréo da

média (o) e a concentracdo média:

g

cv (%) = ( )x 100 (3)

Concentragdo média

4.2.10 Exatidao

A exatiddo foi determinada com base na porcentagem de o-PHE recuperada de
cada camada da pele (estrato cérneo e pele remanescente). Primeiro, as camadas da pele
foram separadas por fita adesiva (descrita na se¢do 4.4.1). Em seguida, diferentes volumes
conhecidos da solugdo de etanol a-PHE foram adicionados a cada camada de pele
separada para obter 0,5 pg/mL, 5,0 pg/mL e 15,0 pg/mL (n = 3 para cada concentragao)
considerando o volume final (5 mL). Apos a evaporacao total do solvente, 5 mL de etanol
foram adicionados a cada frasco, e as amostras foram deixadas sob agitacdo constante por
24 h para extracdo de a-PHE. Finalmente, as amostras foram filtradas atraveés de um filtro
de membrana de 0,45 um e analisadas pelo método desenvolvido em HPLC descrito
acima. A recuperagdo do a-PHE foi determinada de acordo com a quantidade extraida
das camadas da pele em relacdo a quantidade calculada adicionada.

A exatiddo foi expressa pela razdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente, de acordo com a Equacéo

(4):

Concentrac¢dao mensurada

Recuperagio (%) = ( )x 100 (4)

Concentragio teoérica

4.2.11 Robustez

Trés parametros analiticos foram selecionados para avaliar a robustez do método:
temperatura do forno (OT), vazéo (FR) e fase movel (W), os quais foram avaliados de
acordo com um planejamento fatorial, conforme apresentado na Tabela 6 (Cerqueira e
Silva et al., 2014; Angelo et al., 2016). A variagdo dos niveis foi + 5,0% em relagdo ao
método desenvolvido: OT = 45 °C, FR = 0,5 mL/min e W = 85/15% (v/v). Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata. Uma equacdo de predicdo foi proposta para cada
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resposta (ou seja, area de pico, tempo de retencdo e resolucdo) usando a analise de
regressdes multiplas passo a passo. O modelo foi validado pela andlise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 0,05. Todos os célculos estatisticos foram

realizados por meio do software Design-Expert, versao 9.

4.3 Preparo das Microemulsdes

Para a obtencdo do diagrama de fases, utilizou-se como fase aquosa &gua
ultrapura. A fase oleosa foi composta por Kolliphor, padrdo a-PHE e pelo 6leo Breu
Branco e os tensoativos empregados foram o Labrasol® e Span® 80 na proporc¢éo de 4:1
(p/p), para ambas as formulagdes em diferentes proporc6es. No diagrama sdo produzidos
tanto microemulsées O/A como A/O, além de nano e emulsBes. A mistura de fase oleosa
com os tensoativos foi previamente realizada nas proporcées de (1:9), (2:8), (3:7), (4:6),
(5:5), (6:4), (7:3), (8:2) e (9:1) p/p, respectivamente. As titulacbes foram feitas com
volumes pré-definidos de fase aquosa, adicionado em titulacdo gota a gota, em
temperatura ambiente e sob agitacdo a 300 rpm durante 10 minutos e repouso durante 5
minutos entre adicdo de cada volume para observagdo visual do aspecto do tipo de
formulacdo em desenvolvimento (Figura 10). Os sistemas formados foram classificados
como: SF (separacao de fases), LT (leitoso), TV (turvo), FL (floculacdo) e microemulsédo

(microemulsdo).

Tensoativos + fase oleosa
(Labrasol+Span80+Kolliphor EL+ padrio a-
PHE+Qleq Breu Branco)

— & 10 min de agitagdo magnética
A B C 5 min em repouso

3 E 3
D E F 10 min de agitagio magnética
S min em repouso

Figura 9. Preparo das Microemulsdes O/A.
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Considerando-se as proporcées dos componentes (fase aquosa, fase oleosa e
tensoativos), apds as titulacdes, plotou-se os dados em que os sistemas observados
visualmente encontravam-se opticamente translicidos ou transparentes, utilizando o
programa Origin Pro® 8.0 (OriginLab Corporation, USA) para a obtencdo do diagrama

de fases do tipo pseudoternario.

4.4 Caracterizacao das Formulacdes

Ap0s o desenvolvimento das microemulsées (ME), foi realizada a caracterizagédo
quanto a pH, potencial zeta, tamanho de goticula, indice de polidispersividade (PDI).
Foram analisados por espalhamento de luz dinamica de 1 mL das amostras em um

equipamento Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido).
4.4.1 Anélise de pH

Para a determinacdo do pH das formulagdes, foi utilizado um pHmetro digital da
marca Digimed, modelo DM-22, previamente calibrado com as solug¢des tampéo pH 4,01
e 6,86 a temperatura ambiente. Para a mensuragdo do pH, o eletrodo acoplado a eletrodo
tipo faca para semissolidos DME-CF1 (Digimed, Brasil) foi inserido diretamente nas

amostras.

4.4.2 Potencial zeta

O potencial zeta das formulacdes, contendo o padrdo alfa e o 6leo breu branco, foi
analisado por mobilidade eletroforética, utilizando o equipamento Zetasizer Nano
(NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Antes da leitura, as amostras
foram diluidas em agua MilliQ para assegurar valores de condutividade de

aproximadamente 2 mS cm-1.
4.4.3 Tamanho de goticula e indice de polidisperséo (PDI)

O diametro hidrodinamico das goticulas e o PDI foram mensurados por meio do
espalhamento de luz dindmico. Foi preparada uma diluicdo das microemulsées O/A em
agua MilliQ (10 uL da formulacdo e 990 pL de &gua ultrapura). Em seguida, a analise foi

realizada pelo equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, EUA).
4.5 Estudo de Estabilidade das microemulsées

Estudos de estabilidade preliminares foram realizados com as formulagdes

desenvolvidas. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro hermeticamente
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fechados e submetidas a temperatura ambiente e da geladeira. O estudo foi realizado
durante 30 dias, em triplicata para cada amostra, com analises nos intervalos de 0, 1, 7,
15 e 30 dias. Para este ensaio, foram analisados os parametros: caracteristicas
organolépticas (aspecto, cor, odor e sensacdo de tato), pH, potencial zeta, tamanho de

goticula e PDI.
4.6 Estudos de irritabilidade in vitro

O grau de irritabilidade das formulagdes foi realizado pelo teste HET-CAM, na
qual foram avaliadas in vitro utilizando a membrana corioalantoide (CAM) do ovo de
galinha como modelo experimental. Os ovos de galinha embrionados foram
cuidadosamente colocados na posicao vertical sob um suporte, de forma que a parte mais
larga e plana ficasse voltada para cima, onde encontra-se a camara de ar. Com o auxilio
de uma pinga, foi realizado um pequeno furo no centro da parte superior da casca de modo
a expor a CAM, a qual é caracterizada por sua transparéncia e pela presenca de vasos
sanguineos. Em seguida, essa membrana foi hidratada com solugédo salina e retirado o
excesso, e entdo 100 pL da formulacdo a ser testada foram aplicados diretamente sobre a
CAM. Apos 20 segundos da aplicagdo, as CAM foram lavadas com solucdo salina, pH
7.4, para retirada do excesso da formulacdo, e foram analisadas visualmente durante 5

minutos.

Nesse tempo, foram analisados os sinais de irritagdo, como hiperemia, hemorragia

e coagulacdo sanguinea, com base nos seguintes critérios:

- Hiperemia: relacionada com o aparecimento de capilares que ndo eram visiveis

anteriormente, ou com 0 aumento da intensidade de cor daqueles que ja eram visiveis;
- Hemorragia: relacionada com o claro extravasamento de sangue no meio;

- Coagulacéo sanguinea: € detectada pela agregacdo de plaquetas que formam
uma espécie de mancha rosada sob a membrana, ou pela agregacdo de proteinas que

confere a amostra um aspecto esbranquicado.

Cada formulacdo foi testada em triplicata. Uma solu¢cdo NaOH 1M utilizada como
controle positivo de irritacdo e a propria solucdo salina, pH 7,4, foi utilizada como

controle negativo.

Uma pontuacgéo (score) em funcdo do tempo de aparecimento de cada um dos

sinais de irritacdo foi estabelecida (Tabela 1). A partir dessa pontuagédo, determinou-se a

38



categoria em que se inseriu cada uma das formulacdes, segundo a classificagédo indicada

na Tabela 2.

Tabela 1. Pontuagdo (score) atribuido para o aparecimento de cada sinal indicativo de
irritacdo em funcdo do tempo no teste de irritacdo in vitro em modelo organotipico HET-
CAM (Luepke, 1985).

Tempo (t)
Fenémeno
t<30s 30s<t<2min 2min<t<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Tabela 2. Classificacdo das formulagdes quanto ao grau de irritacdo de acordo com a
pontuacdo atribuida (P) para os sinais de irritacdo segundo o teste de irritacdo in vitro em
modelo organotipico HET-CAM (Luepke, 1985).

Pontuacédo atribuida a amostra Classificacdo quanto ao grau de irritacéo
P<1 Praticamente nao irritante
1<P<5 Ligeiramente irritante
5<P<9 Moderadamente irritante
P>9 Irritante

4.7  Estudos de permeacéo in vitro

Para realizacdo de estudos de permeacdo cutanea de farmaco in vitro sdo utilizadas
células de difusdo acopladas a um equipamento com sistema de aguecimento a seco
chamado Hanson® (Figura 11). Elas sio compostas por dois compartimentos, o doador,
onde é colocado a formulagéo, e o receptor, onde ¢é colocado o fluido que simula o meio
fisiologico. Uma amostra de pele é colocada entre os dois compartimentos. A mensuragao

da taxa de permeacdo do farmaco do meio doador para 0 meio receptor através da pele é
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realizada por um método analitico, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) (Moser et al., 2001).

Figura 10. Células de difusdo acopladas a um equipamento com sistema de aquecimento

a seco, Hanson®

O meio receptor é composto por tampdo fosfato e tween 80. A temperatura na
superficie da pele na célula de difusdo deve ser mantida de acordo com a temperatura da
pele in vivo de 37 £ 1 °C e 300 rpm. Para que isso ocorra, o sistema é aquecido, a fim de
simular a temperatura corporal (Bartosova; Bajgar, 2012). A permeacao teve duracdo de
12 horas (fugura 12)
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Figura 11. Técnica do estudo de permeacdo in vitro com auxilio do equipamento
Hanson®, realizado coleta do meio extrator, tape stripping e filtracdo ap6s 24h para

inje¢do no HPLC.

Para extracdo e posterior quantificacdo do farmaco ap6s os ensaios de permeacao,
¢ utilizada a técnica de “tape stripping” (Figura 12) e 0 a-PHE foi extraido conforme o

método validado nesse trabalho.

Fita Adesiva Estrato
Comeo

Pele Remanescente

Figura 12. Representacdo da remocao progressiva do estrato corneo pela técnica de Tape

Stripping (adaptado de Moser et al., 2001)
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Figura 13. Aplicacdo da técnica de Tape Stripping (A) aplicacdo da fita adesiva sobre a
pele; (B) pele sobreposta com auxilio de alfinetes para delimitar apenas a area difusional;

(C) estrato corneo removido pela fita adesiva.

4.8 Anélise Estatistica dos Dados
Os dados guantitativos estdo apresentados nas Tabelas e Figuras como média *
desvio padrdo da média. A analise estatistica dos dados foi realizada com a utilizacdo do
programa GraphPad Prism 6.0. Diferengas significativas entre conjuntos de dados foram
verificadas por andlise de variancia one way, seguido de teste de Tukey com comparagdo

maultipla dos dados. O nivel de significancia estatistica foi aceito como (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao do comprimento de onda méximo de absorc¢éo do a-PHE

O espectro obtido a partir da varredura do espectrofotometro UV/VIS do a-PHE
em etanol na concentracdo de 100 pg/mL ¢é mostrado na figura 14. O comprimento de

onda de 263 nm representou a absor¢do maxima.

2,0 5
263 nm
' Alpha phellandrene
1,5 -
1,0
05
0,0 T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500

Figura 14. Espectro de absor¢do na regidao UV/VIS do o-PHE a 100 pg/mL. Faixa de

varredura: 200 a 800 nm.

5.2 Desenvolvimento do método

A fim de identificar a regido do pico e quantificar o a-PHE na pele e nas
formulacBes desenvolvidas, diferentes condi¢des cromatograficas foram investigadas
para verificar a melhor condicao analitica para separar o analito de interesse de possiveis
interferentes das camadas cutaneas.

Resumidamente, diferentes tipos de fase movel (&gua, acetonitrila, metanol e
etanol) foram testados, com ou sem aditivo (&cido), em diferentes proporc¢des e formas de
eluicdo (isocratica e por gradiente de concentracdo), bem como fases estacionarias com
diferentes caracteristicas (Tabela 3). No entanto, os picos observados foram muito
precoces e apresentaram resolucdo muito pobre de acordo com o0s parametros
estabelecidos pelo FDA (FDA, 1994) e pela diretriz Q2 (R2) do ICH (ICH, 2005).

Vale ressaltar que o tempo de corrida inicialmente nas tentativas foi insuficiente

(15 — 20min) nas tentativas 1-4, de modo que a corrida foi estendida para 40min para
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melhorar a resolucdo do pico e eliminar todos os interferentes lipofilicos durante a

corrida.

Tabela 3. Condicdes testadas no método isocratico.

Fase Tempo de

; Vazdo  Temperatura B Fator de Pratos Caracteristicas
Teste movel ] retencéo o . )
(mL/min) ®) ) rejeitos tedricas do pico
(V/v) (min)
AB ]
0.8 45 8.5 1.046 6434 Pico adequado
(60:40)
A:B Pico com
0.8 45 6.3 0.856 7252
(80:20) ombro
AB ]
0.5 45 10.1 0.860 6809 Pico adequado
(80:20)
AB ]
45 8.2 0.878 8900 Pico adequado
(85:15)

Fase movel: (A) acetonitrila; (B) gua.

O método que apresentou melhor eficacia foi o método gradiente, escolhido para
0 desenvolvimento deste estudo. A fase movel foi obtida utilizando-se mistura de
agua/acetonitrila com &cido férmico, aplicada por gradiente com vazéao de 0,5 mL/min.
O cromatograma obtido a partir do método desenvolvido esté representado na figura 15A,
na qual a-PHE apareceu aos 8,10 min. O pico do analito mostrou pratos tedricos de 1288
(N>2000), e o fator de rejeitos estava dentro do limite de T <2,0 (0,9).

5.3 Seletividade

Cada cromatograma das matrizes isoladas foi comparado com o da a-PHE (fig.
15A), ndo sendo detectados picos interferentes no mesmo tempo de retencéo. O dleo de
breu extraido apresentou o biomarcador a-PHE com o percentual estimado de 24,3%.
Essa informac&o é importante, pois a miocroemulsdo foi produzida com o padréo alfa e o
6leo da planta.

Além disso, areas de pico e tempo de retencdo de a-PHE na presenca de cada
interferente foram analisados para garantir que as impurezas e matrizes bioldgicas nao
interferissem na quantificacdo do farmaco (fig. 15B e 15C). Os resultados mostraram que
o tempo de retencdo do pico do fa&rmaco néo foi alterado na presenca da matriz bioldgica

(pele) e da formulagéo (microemulsao), p>0,05.
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Ainda dentro da tolerancia das diretrizes do ICH (ICH, 2005), os resultados

indicam que o0 método desenvolvido € seletivo contra os interferentes analisados.

A

come #LJ L It

Oleo de breu _/“\~A—A N
Ll ' Ll

Microemulsdo ‘ﬁ{k L

Pele

(=

5 10 15 20 25 30 35 40

B C

800000 10
600000

400000

Peak area
Retention time

200000

a-PHE a-PHE + ME  «-PHE + Skin a-PHE a-PHE + ME  a-PHE + Skin

Figura 15. Seletividade do método na quantificagdo de a-PHE a 5,0 pg/mL com tempo
de retengdo de 8,10 minutos. Cromatogramas representativos de a-PHE e injecOes em
branco de 6leo de breu, microemulséo e pele (A). Analise em termos de areas de pico (B)
e tempos de retencdo (C) comparando 0s cromatogramas de a-PHE na presenca de
matrizes. Analise estatistica por ANOVA, seguida do teste de comparac¢es multiplas de

Tukey; p > 0,05. a-PHE — alfa-felandreno; ME — microemulséo.
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5.4 Linearidade

O calculo de regressdao linear da curva para o-PHE resultou na equagdo y =
145445x — 3462,6, na qual y representa a &rea do pico e x a concentra¢do do farmaco em
ug/mL. Essa regressao linear mostrou alta probabilidade de correlagdo, com valor de
coeficiente de correlacdo de 0,9991, correspondendo aos limites acima dos requisitos
regulatorios estabelecidos pelas diretrizes da Conferéncia Internacional de Harmonizagéo
(ICH, 2005), como demostrado na figura 16.

2500000

2000000

1500000
5 y = 145445x - 3462,6
< R?=0,9991
2 1000000
2
()
=

500000

0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0
-500000

concentragdo (ug/mL)

Figura 16. Curva analitica obtida pela analise de concentracdes na faixa de 0,5 a 15,0

pug/mL, em triplicata; equacdo da reta: y = 145445x — 3462,6; R? = 0,9991.
5.5 Limites de deteccao e quantificagdo

Os limites calculados foram 0,05 e 0,14, respectivamente. Esses baixos valores
estabelecidos devem ser suficientes para quantificar de forma confidvel a a-PHE em
estudos de permeacdo cutdnea. Esta hipoOtese sera posteriormente avaliada durante a

aplicacdo da metodologia em um ensaio de permeacao in vitro.

5.6 Preciséo

O coeficiente de variacdo dos valores determinados durante o teste de
repetibilidade empregando trés concentragdes de a-PHE foi inferior a 3% (Tabela 4). Da
mesma forma, em termos de precisdo intermediaria (precisdo inter-dia), os valores
variaram de 0,3% a 5,5% (Tabela 4). Esses resultados sugerem que o método mantém

respostas consistentes apesar das variag0es operacionais.
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Tabela 4. Resultados de testes de precisdo HPLC-UV para determinacgdo de a-PHE em

solugdes padréo.

Repetibilidade

Concentracao tedrica (ng/mL) Concentracdo experimental (ug/mL) CV (%)

1.0 1.13+£0.1 1.21

5.0 5.68+0.5 1.58

15.0 15.36 £ 0.6 2.53

Precisdo intermediaria
Concentragéo tedrica Cpncentragao CV (%)
(ng/mL) experimental (png/mL)

1.0 094+0.1 0.9

Dial 5.0 495+0.3 0.3

15.0 15.40£0.2 3.9

Analista 1

1.0 1.03+£0.3 3.7

Dia 2 5.0 483+0.1 3.4

15.0 14.69+0.8 55

1.0 0.79+0.2 0.8

Dial 5.0 413+0.1 3.3

15.0 13.15+0.6 5.0

Analista 2

1.0 0.92+0.2 5.0

Dia2 5.0 495+0.1 3.6

15.0 15.23+0.7 5.0

CV - Coeficiente de variacao.

5.7 Exatidao

Para ensaios bioanaliticos, é permitido um intervalo limite de 15% (85% a 115%)
nos valores obtidos (ICH, 2019). Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que
todos os percentuais de recuperagdo para a-PHE na pele foram superiores a 85%, com
coeficientes de variagéo inferiores a 5%. Essa alta recuperabilidade permite a eliminagéo
de um fator de correcdo em estudos de permeacdo, o que é aceito na literatura para valores
acima de 70% (P. M. Oliveira et al., 2020).

Tabela 5. Resultados de testes de exatiddo por HPLC-UV para determinagédo de o-PHE
em solugdes-padrao. o-PHE: alfa-felandreno.

Matriz a-PHE teorico a-PHE experimental Recuperaco (%)
Biologica (ng/mL) (ng/mL)
1.0 092+0.1 923+0.1
Pele 5.0 496+0.1 99.2+0.2
15.0 15.23+0.7 101.6+ 0.7
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5.8 Recuperacéo

O estudo de recuperacdo do alfa felandreno foi realizado para verificar a
capacidade extratora do solvente selecionado, e validar o processo de extracdo, tornando
adequada a metodologia de quantificacdo do alfa felandreno nos estudos de penetracédo
através da pele suina. Os resultados de recuperacdo, em pele, extraidos com 5,0 mL do
solvente selecionado (EtOh), demonstra que 0 processo de extracdo mostrou-se eficiente

na quantificacdo nas concentracGes analisadas.

5.9 Robustez

A robustez do método foi estudada por meio da avaliacdo de modificacdes
intencionais nos parametros de OT, FR e W, que foi estudada por meio de um
planejamento fatorial (Tabela 6).

A area do pico foi significativamente influenciada pelo fluxo da fase movel (p <
0,05). Ficou evidente que, a medida que o fluxo aumentava, havia uma diminuicdo
acentuada na éarea do pico. O tempo de retencéo foi significativamente afetado pelas trés
variaveis testadas (p < 0,05). As mudancas na temperatura e na vazao do solvente foram
inversamente proporcionais ao tempo de retencdo; assim, 0 aumento desses parametros
resultou em menores tempos de retencdo. Além disso, modificacbes na fase movel
também resultam em alteracdes do tempo de retencdo, o aumento da fase organica
(acetonitrila) e a reducdo da fase aquosa resultaram em uma diminuicdo esperada no
tempo de retencdo, considerando as caracteristicas lipofilicas do a-PHE. Finalmente, a
resposta do fator de rejeitos também foi significativamente modificada pelas trés
variaveis testadas (p < 0,05). Com o aumento da temperatura, vazdo e fase movel
(acetonitrila), foi possivel observar um aumento no fator de rejeito. No entanto, de acordo
com as diretrizes da FDA, o fator rejeitos esteve dentro do limite de T < 2,0 em todos 0s

ensaios realizados, variando entre 0,780 e 0,829.

Tabela 6. Efeitos dos pardmetros analiticos sobre a area, tempo de retencéo e fator de

rejeitos do método desenvolvido para quantificacdo de a-PHE.
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Trial
1 2 3 4 5 6 7 8

o oT 44 44 A4 A4 46 46 46 46
_ Variaveis FR 04 04 06 06 04 04 06 06
independentes
w 84 86 84 86 84 86 84 86
Effect
Tempo
Area de Fator de
~ I'EJEItOS
retengao
_ _ oT -9023.3 -0.1583* 0,0071*
_ Variaveis FR -236041* -1.66* 0,0054*
independentes
w -898.67 -0.6483* 0,0299*

OT (°C): Temperatura do forno; FR (mL/min): Vazao; W (%): percentual de acetonitrila na
fase movel. *p < 0.05.

5.10 Composic¢do quimica

A verificacdo da composicdo quimica do 6leo Breu branco extraido da planta foi
realizada por HPLC. O alfa felandreno (a-PHE) foi quantificado no dleo Breu Branco
com o teor de 24,33 % do total dos compostos, esse achado pode ser observado no
cromatograma expresso na figura 15. Com isso, utilizou-se o alfa felandreno como

marcador dos estudos de quantificagcdo em HPLC para seguir os estudos.

O a-PHE também faz parte dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais de
diversas espécies vegetais que apresentam propriedades analgésicas e antiinflamatorias
acoes, incluindo Matricaria chamomilla L. (Vitalini, 2009) e Zingiber officinale Roscoe.
(Vendruscolo et al., 2006). Assim, é muito importante estudar este composto e sua
contribuicdo para o seu perfil farmacoldgico, uma vez que espécimes ricos neste

monoterpeno apresentam efeitos analgésicos e anti-inflamatorios.

Estudos quimicos realizados com Protium mostram uma alta variedade de
substancias, com dominancia de terpenos nos 0leos essenciais das espécies, sendo as
atividades biologicas atribuidas, principalmente, aos monoterpenos e sesquiterpenos,
porém também é possivel verificar a presenca de fenilpropandides com importantes
atividades (Lima et al., 2016; Oliveira et al., 2018).

As substancias majoritarias encontradas nos 6leos essenciais de P. heptaphyllum
foram 0s monoterpenos pcimeno (maior concentragdo), o-terpineol, o-pineno e o-

felandreno (Silva et al., 2016a).
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Entretanto, 0 método de extracdo também € importante na obtencdo dos dleos
volateis, como hidrodestilacdo e headspace dinamico, que utilizados na extracdo do 6leo
de P. heptaphyllum proporcionaram uma diferenca na constituicdo quimica e nos
compostos majoritarios da espécie (Cito et al, 2006). Visto que o 6leo de estudo foi
extraido por um outro grupo de pesquisadores, foram utilizados diferentes meios de

extracao e isso pode influenciar.
5.11 Diagrama de fases pseudoternario

A melhor maneira de se desenvolver formulagGes através da mistura de
tensoativos/co-tensoativos, agua e Oleo € por meio de um diagrama de fases
pseudoternario. A fase aquosa, fase oleosa e a mistura de tensoativo/co-tensoativo sao
representadas em sua totalidade nos vértices de um tridngulo equilétero, no qual podemos
identificar varias regides onde se formam microemulsdes e as proporg¢des das fases que
as compbe (Oliveira et al, 2004; Vazifehasl, Dizaj, 2018). O diagrama de fases

pseudoternario obtido nesse estudo esta representado na Figura 21.

e  Microemulsdo

0 25 50 75 100

Fase oleosa

Figura 17. Diagrama pseudoternario de formulagdo composta por 6leo e mistura de

tensoativos (4:1) dispersos em agua ultrapura em temperatura ambiente.

A escolha dos constituintes da formulacéo se deu devido as suas caracteristicas de
baixa irritabilidade, atoxidade, ndo serem alérgenos e serem farmacologicamente inertes
(HE, HE, GO, 2010). Span 80® ¢é um tensoativo ndo-idnicos, possuindo baixa toxicidade

e irritabilidade quando comparados aos tensoativos ibnicos (Lémery et al, 2015). O
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Labrasol® € um tensoativo e potente solubilizante, que contribui para a solubilizacéo de
ativos e formagdo de espuma. Forma microemulsdo, sendo possivel a obtengdo de
microemulsdo em espuma em combinagdo com outros ingredientes. Também vem sendo
extensivamente explorado para aumentar a solubilidade e permeabilidade intestinal e
biodisponibilidade oral de farmacos pouco sollveis em &gua, apresentando-se como um

liquido transparente e com valor de EHL de 14 (Karatas et al., 2005; Koga et al., 2006).

O diagrama de fases, pode ser classificado em ternario, quartenario e
pseudoternario, variando de acordo com a natureza quimica e com a quantidade de
constituintes do sistema. O diagrama de fases descreve em que condicéo experimental é
possivel se obter microemulsdes e as regides limites de transi¢do entre emulsdes, fases
separadas e microemulsdes O/A e A/O. O diagrama permite identificar as diferentes
regides formadas bem como apontar aquela que representa a melhor combinacdo dos

componentes da formulagao e suas respectivas quantidades (SILVA et al., 2009).

5.12 Desenvolvimento da Formulagao

Foram desenvolvidas duas formulacGes, afim de comparacgéo entre elas, sendo
uma com Padrdo a-PHE (1A) e outra com o Oleo Breu Branco (1B). Apoés
desenvolvimento do diagrama de fases, foram selecionadas, baseando-se em sua
aparéncia, textura e caracteristica transparente, considerada a melhor entre os parametros

observados. A proporc¢do para cada fase esta representada na tabela 7.

A ideia de desenvolver um produto de uso topico se torna interessante por muitos
motivos. A via tdpica de administracdo de substancias apresenta diversas vantagens,
como a minimizacao da decomposi¢do metabdlica de farmacos, a eliminacdo da irritacéo
gastrica e a possibilidade de controle do perfil de liberacdo de farmacos para a pele. Além
disso, a capacidade de aplicacdo seletiva ao local desejado com reducdo de efeitos da
toxicidade sistémica tem despertado interesse para a utilizacdo desta via ndo invasiva,
ndo-dolorosa, ndo-irritante e de autoaplicabilidade, sendo uma alternativa as vias oral e
hipodérmica, tradicionalmente utilizadas (Choudhury et al., 2017; Sengupta; Chatterjee,
2017).

O desenvolvimento de um produto farmacéutico baseado em um extrato natural
agrega valor aos produtos da biodiversidade do pais e auxilia no encontro de um modelo
de desenvolvimento econémico que favoreca o desenvolvimento regional e a conservagéo
da sua biodiversidade, com influéncia direta na melhoria da qualidade de vida das
populagdes e contribuindo ainda para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico.
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Tabela 7. Proporcdo (%) de cada fase da formulacdo e suas caracteristicas analisadas

durante a preparacao.

FORMULACAO Proporgdo apds titulagdo (%)
AMOSTRA 0';::); Tensoativos|Fase aquosa| Volume o T A
(0) (mi) (T) (ml) (A) (ml) | Total (ml)
c14 0,7 0,3 4 4,6 15,22 6,52 86,96 |microemulsao| liquida
Ccl6 0,7 0,3 6 7 10,00 4,29 85,71 |microemulsao Liquida
D6 0,6 0,4 0,6 16 37,50 25,00 37,50 |microemulsao| Liquida
D9 0,6 0,4 0,9 1,9 31,58 21,05 | 47,37 |microemulsao| Liquida
E4 0,5 0,5 0,4 1,4 3571 3571 28,57 |microemulsao Liquida
E5 0,5 0,5 0,5 15 33,33 33,33 33,33 |microemulsao| Liquida
F9 0,4 0,6 0,9 1% 21,05 31,58 | 47,37 |microemulsao| Liquida
F11 0,4 0,6 2 3 13,33 20,00 66,67 |microemulsao Liquida
F12 0,4 0,6 3 4 10,00 15,00 75,00 |microemulsao| Liquida

Dois pontos de melhor formacéo, foram escolhidos e a partir destes, foi calculado

a quantidade exata para fase, levando em consideracdo o padrdo a-PHE e o 6leo Breu

Branco como constituintes da fase oleosa, dessa forma a partir de cada proporcéo (%),

podemos observar na figura 18 o volume para cada fase.
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Formulagdo 1A

* 31,58 % (Fase Oleosa) === 1,5% (Padrio 0-PHE)

* 21,05% (Tensoativos)
* 47,37% (Agua)

30,08% (Kolliphor)

+5(4:1) = 4,21% (Span 80)
16,84% (Labrasol)

4,21%=0,421 ml (Spang0)
16,84% = 1,684 ml (Labrasol)
1,5% = 0,15 ml {Padrdo o-PHE)
30,08% = 3,008 ml {Kolliphor)
47,37% = 4,737 (Agua)

Total =10 ml

Formulagdo 1B

* 31,58 % (Fase Oleosa) === 5,75% (Oleo Breu Branco)

* 21,05% (Tensoativos)
* 47,37% (Agua)

25,83% (Kolliphor)

+5(4:1) = 4,21% (Span 80)
16,84% (Labrasol)

4,21%=0,421 ml {Spang0)
16,84% = 1,684 ml (Labrasol)
5,75% = 0,575 ml (Padrdo a-PHE)
25,83% = 2,58 ml (Kolliphor)
47,37% = 4,737 (Agua)

Total =10 ml

Figura 18. Célculos para obtencdo das formulagdes (1A) e (1B), a partir da proporg¢éo de

cada fase oleosa obtida inicialmente na preparacdo das formulaces para obtencdo do

diagrama de fases.

As formulacgdes escolhidas foram devidas suas caracteristicas macroscépicas para

posterior utilizacdo nos estudos de estabilidade e permeacgdo. O aspecto macroscopico das

microemulsdes podem ser observados na Figura 20.

Figura 19. Aspecto macroscopicos das formulacdes 1A e 1B compostas por 47,37% de

fase aquosa (agua ultrapura), 21,05% de tensoativo (Labrasol® + Span 80® (4:1)) e
31,58% de fase oleosa (Kolliphor + Padréo a-PHE).
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A presenca de tensoativos e co-tensoativos favorece a formacao de microemulsdes
devido sua dispersao e dissolucdo na fase continua, diminuindo a tensdo interfacial (Peng
et al, 2010).

5.13 Caracterizacéo Das Formulag¢Ges Desenvolvidas
5.13.1 Anélise de pH

O pH das formulagdes desenvolvidas foi analisado e esta descrito na tabela 7.

Tabela 8. Resultados das analises de pH das formulagdes desenvolvidas a partir da média

de 3 determinacdes e desvio padréo.

Formulacéo pH
1A (Padrio o-PHE) 6,33 + 0,67
1B (6leo Breu Branco) 587 + 0,80

Todas as formulagdes apresentaram pH préximo ao da pele (pH 5.0), assim essa
faixa de pH mensurada nas formulac6es foi aceitavel e adequada.

5.13.2 Tamanho das goticulas e Potencial Zeta

As microemulsdes foram caracterizadas quanto ao tamanho hidrodindmico, indice
de polidispersividade e potencial zeta. As microemulsdes desenvolvidas se mostraram
com tamanho, PDI e potencial zeta adequado para tal processo. Quando o potencial zeta
negativo ou positivo estd mais elevado a repulsdo das particulas sao favorecidas e quando
mais baixos pode ocorrer agregacao ou floculacdo, assim a magnitude do potencial zeta

indica a estabilidade do sistema coloidal (Bhattacharjee, 2016a).

O potencial zeta das particulas das microemulsdes obtidas é caracteristicamente
negativo devido as cargas superficiais dos componentes da amostra, nesse sistema o

poténcial zeta variou de -24,5 a -24,9 mV, mostrando uma estabilidade adequada.

A tabela 8 mostra os resultados de tamanho de goticula, potencial zeta e PDI das

microemulsdes 1A e 1B.

Tabela 9. Valores correspondentes a anélise do tamanho médio (nm), PDI e potencial zeta
(mV) das microemulsdes (n = 3) e desvio padréo.
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Tamanho Potencial Zeta
PDI

(nm) (+mV)
Formulagéo 1A 15.37 + 0.68 0.093 + 0.05 -24,9 + 0,28
(Padréo o-PHE) S B -
Formulacéo 1B 250.7 + 6,85 0,165 + 0,09 -245+ 0,24

(6leo Breu Branco)

O tamanho de goticula das microemulsdes desenvolvidas estd em escala
nanométrica (10-100 nm). O potencial zeta de ambas as formulacGes foram negativos. Os
valores negativos de potencial zeta estdo em concordancia com o esperado ao utilizar
Span® 80 como tensoativo (Kong, Park, 2011). O indice de polidispersdao (PDI)
demonstra a homogeneidade da distribuicdo das goticulas, sendo esperados entre 0 e 1,0.
Quanto mais proximo de 0, as goticulas estdo mais monodispersas € com menor variagdo
de tamanho (Moghimipour, Salimi, Eftekhari, 2013). O ideal para sistemas
microemulsionados é que o PDI se mantenha entre 0,1 a 0,4 (Bhattacharjee, 2016a),

mantendo-se caracteristicas monodispersas.
5.14 Estudo De Estabilidade Das Microemulsdes

5.14.1 Tamanho das goticulas e Potencial Zeta

O PDI variou entre 0,042 — 0,153 em temperatura ambiente para formulacdo 1A
e de 0,030 — 0,089 para formulacdo 1A sob refrigeracdo, mostrando estarem
monodispersas durante o periodo analisado nas duas condi¢es. Para formulacdo 1B o
PDI ficou entre 0,27 — 1,00 em temperatura ambiente, e de 0,19 — 0,93 sob refrigeracéo.
O potencial zeta e o pH foram semelhantes nas duas condi¢cfes analisadas. As duas
formulacGes indicaram tamanho entre 15,20 e 278,10 nm, demonstrando tamanho bem

variavel, sendo a formulacdo 1A apresentando mais aceitavel.

Logo, observa-se nos graficos da figura 21 que as formulacBes se apresentam
estaveis nas diferentes condi¢Ges de temperatura ambiente e de geladeira. Para melhor
controle dessas formulagdes pode ser indicado que o armazenamento em geladeira seja
mais adequado, diminuindo assim fatores externos ndo controlaveis que podem

desestabilizar a formulagéo.
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Tamanho das goticulas

Temperatura (25°C) Temperatura (4°C)

300 300
— 250 € 250
€ 200 £ 200
o o
< 150 = 150

©
g 100 g 100
©
= 5o = 50
0 0
T0 T1 T7 T15 T30 TO T1 T7 T15 T30

Potencial zeta

Temperatura (25°C) Temperatura (4°C)
2 0
= TO T1 T7 T15 T30
>
c 3 TO T1 T7 T15 T30 z
T T
o +— —
N N
- -8 = 10
o o
c C
8 a3 2 15
L a
.18 -20
PDI
Temperatura Temperatura
1,2 1
1 0,8
0,8
— 0,6
2 06 o
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
10 T e 15 130 TO T1 T7 T15 T30

Figura 20. Valores correspondentes ao tamanho médio (nm), PDI e potencial zeta (mV)
das formulagdes 1A e 1B (n = 3).
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Tamanho (nm)

O potencial zeta pode mudar com a variacdo do pH e torna-se mais positivo e
negativo em magnitude com pH baixo e alto, respectivamente (Bhattacharjee, 2016b).
Todas as microemulsdes mantiveram valores de PDI adequados, mesmo apos a
estabilidade, tanto em geladeira quando temperatura ambiente, ndo apresentando grande

alteracdo nos parametros analisados.

5.14.2 Analise de pH

Foram analisados o pH das formulag6es, sendo analisados nos tempos 0 dia, 1 dia,
7 dias, 15 dias e 30 dias. A manutencdo do pH de uma formulacdo é indicativo de
estabilidade do sistema. A reducao do pH apds um periodo de estocagem pode ser devido
a presenca de acidos graxos livres provenientes da hidrélise do tensoativo ou da fase
oleosa utilizada (Bruxel et al, 2012). O pH das formulacdes se manteve entre 5,5 e 6,5,
tanto para 1A (Padrdo a-PHE) quanto para 1B (Oleo Breu Branco), estando dentro da
faixa aceitavel e proximo ao da pele. Os valores de pH obtidos durante o estudo de

estabilidade estdo indicados nos graficos da Tabela 10.

300

300

250

=)
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250

200 €
E 200
150 2 150
C
©
100 € 100
'_
50 TO (25°C) 50 TO (4°C)
0 0
T0 1 7 T15 T30 T0 T 7 T15
12 T7 (25°C) ' T7 (4°C)
1 0,8
0,8
0,6
0,6 &)
o
0.4 0,4
0,2 0,2

TO T1 T7 T15 T30 T0 T1 17 T15

T30
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Potencial Zeta(mV)

-8

-13

-18
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2 10
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T15(25°C) 20 T15 (4°C)
10
T30 (25°C) ° T30 (4°C)
8
T 7

Figura 21. Resultados correspondente ao pH das formulagdes desenvolvidas no periodo
de 30 dias de estabilidade a partir da média de 3 determinacgdes e desvio padrao.

Os valores de pH variaram para a microemulsdo 1A 5,34 + 0,43 a 6,48 £ 0,37 e

para a microemulsdo 1B entre 5,04 £ 0,55 e 6,20 + 0,40, ndo havendo diferenga estatistica.

Em relacdo ao pH da formulacdo 1B em temperatura ambiente se tornou mais
baixo (5,04) apds andlise de 30 dias. Apesar do decaimento de pH das formulacdes 1B,
os valores obtidos ainda estdo dentro da faixa de estabilidade esperado (Santos et al,
2015). Esses sistemas em temperatura ambiente apresentaram-se semelhantes quanto as
condigdes analisadas e tendo mais variagcbes do pH da formulacdo, o que pode estar

relacionado com a constante mudanca de temperatura do local.
5.14.3 Caracteristicas organolépticas das formulac6es

Foram avaliadas as caracteristicas organolépticas das formula¢Ges quanto ao

aspecto, cor, odor e sensacgdo de tato. Em todas as formulagdes o aspecto foi considerado
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homogéneo e transparente, ndo havendo alteragdo em nenhuma delas durante os 30 dias

em que ficaram mantidas em temperatura ambiente e de geladeira.

Tanto a formulagdo que continha o padrdo a-PHE (1A) quanto a que continha o

6leo Breu Branco (1B), apresentaram odor caracteristico.

Todas as formulacGes foram caracterizadas com sensacdo de tato lisa e assim se
mantiveram durante toda a analise. Nao houve alteracdo da coloracdo em nenhuma das
formulacdes, sendo mantida a coloracdo transparente, sendo a que continha o 0leo

levemente amarelada transldcida.

As caracteristicas organolépticas como cor e aspecto nos diferentes tempos

analisados podem ser observadas na Figura 22.

Geladeira Ambiente Geladeira Ambiente Geladeira Ambiente

Geladeira Ambiente Geladeira Ambiente

Figura 22. Registro das formulagGes armazenadas em temperatura ambiente e de
geladeira durante 30 dias (To, T1, T7, T1s € Tao).

5.15 Estudos De Permeacao Em Pele

Os porcos possuem muitas semelhancgas anatémicas, genéticas e fisioldgicas com
0s humanos e, por isso, sdo excelentes modelos animais para algumas investigacoes
(Meurens et al., 2012; Praca et al., 2018). O estrato corneo da pele de porco possui
espessura de 30 a 140 um, enquanto que a espessura do estrato corneo da pele humana

varia de 50 a 120 um (Summerfield; Meurens; Ricklin, 2015), isso faz com que o0s
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resultados de estudos de permeacdo/penetracdo em peles suinas e humanas sejam

similares (Barbero; Frasch, 2009).

O resultado comparando-se entre as formulacdes é demonstrada no grafico da

figura 24.

* %k

60
* % *x

50
40
30 T
20

10

Quantidade de alfa feladreno recuperada
ug/cm?)

EC PR

FORMULAGCAO 1A ®mFORMULAGAO 1B

Figura 23. Comparacao do estudo de permeacdo entre as formulacdes 1A e 1B - estrato
cérneo (EC) e na pele remanescente (PR). *Diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos.

A formulacdo 1B penetrou facilmente tanto na pele remanescente quanto no
estrato corneo. Isso ocorre por causa da alta lipofilicidade do 6leo Breu Branco resultando
em alta afinidade com as camadas da pele (Chen et al., 2016). A formulagdo 1A penetrou
mais facilmente na pele remanescente, demonstrando que o Padrdo o-PHE te maior

afinidade e facilidade de penetracdo na pele remanescente.

Para o desenvolvimento de uma formulacao topica eficaz, é necessario que o ativo
seja capaz de penetrar e depositar-se no local de acdo em concentracdo terapéutica por
determinado tempo. A pele em seu estado integro age como uma barreira natural,
conferindo uma protecéo fisica primaria ao organismo (Mcgrath; Uitto, 2010). Devido a
sua composicédo lipidica, o EC limita a perda de &gua transepidermal e a absorcao de
substancias exdgenas (Gratieri; Gelfuso; Lopez, 2008).

A formulagio 1A apresentou uma penetracdo de 0,836 + 0,42 pg/cm? no estrato

corneo, e de 27,74 + 5,32 ug/cm? na pele remanescente. Ja a formulagio 1B apresentou

60



uma penetracdo de 14,91 *+ 4,1 ug/cm?2 no estrato corneo e de 38,55 + 18,37 ug/cm2 na

pele remanescente.

A penetracdo ja era esperada para as duas amostras, visto que 0s terpenos por si
sO sdo promotores de permeacao cutanea, juntamente com os tensoativos na formulacao,
no entanto a formulagdo com o 6leo na pele remanescente mesmo ja esperada, penetrou
significativamente, visto que quando aplicadas topicamente, as NE tém mostrado atuar
como promotores de permeacdo cutanea de farmacos, ou seja, sdo capazes de aumentar a
quantidade de farmacos liberados no interior da pele, ja que o estrato cérneo (EC)
funciona como uma eficiente barreira para a entrada de qualquer substancia exégena no
tecido cutdneo. (YINGNGAM et al., 2019)

Né&o foi quantificado presenca de padrédo alfa felandreno e 6leo Breu Branco no
meio extrator (tampao fosfato + tween 80), o0 que ja era esperado, Vvisto que, a presenca

do ativo nesse meio ndo € desejavel em uma formulacéo de uso topico.

5.16 Estudos de irritabilidade in vitro

O HET-CAM vem sendo estudado desde 1988 como método alternativo ao teste
de irritacdo ocular em coelhos (Worth, A. P & Balls, 2001; Worth, A. P. & Cronin, 2001).
Atualmente, em alguns paises membros da Comunidade Europeia, por exemplo: Franca
e Alemanha, o teste HET-CAM j& é aceito pelas autoridades regulatérias como método
usado no desenvolvimento de produtos cosméticos (Liebsch; Spielmann, 2002).

As formulacdes do tipo microemulsdo contendo o alfa felandreno e o 6leo Breu
Branco foram preparadas no mesmo dia do teste, para verificar o potencial irritante,
empregando-se uma modificacdo do método proposto por Luepke (1985), que € aceito
hoje pela legislacdo europeia e indicado pela ANVISA (Agéncia de Vigilancia Sanitéria,
Brasil) para avaliacdo de seguranca de produtos farmacéuticos e cosméticos (Vinardell,
Garcia, 2000). Apesar de se tratar de um método apenas qualitativo para medir o poder
irritante de formulacbes e com baixa sensibilidade para classificar produtos
moderadamente irritantes (Debbasch et al., 2005), este tipo de ensaio vem sendo bastante
utilizado por ser de simples execucdo e uma alternativa para ensaios de irritacao topica in
vivo utilizando modelos vivos, bastante condenado atualmente pela comunidade
cientifica.

Como se pode observar na figura 25, as microemulsdes, tanto com o padréo alfa

felandreno e o 6leo Breu Branco, apresentou-se ndo irritante segundo a metodologia
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proposta, por ndo causar nenhum tipo de eventos como hiperemia, hemorragia ou
coagulagdo apds 5 min de contato com a CAM e de acordo com o score calculado. A
Unica alteracdo que se observou ap6s uma das trés aplicagdes da formulacdo 1B, foi uma
leve hiperemia ap6s 2 minutos de contato com a CAM. Acredita-se que esta leve
hiperemia seja devido ao pH da formulacdo aproximadamente 5,87, mas podendo ser
também pela alta concentracdo de tensoativos na formulacdo, no entanto sendo

classificada como néo irritante, o que, no entanto, ndo0 compromete 0 seu uUso in Vivo.

Tempo 0 2 min 5 min Indice de irritabilidade (Score)

Controle Positivo

e .7 \ \ |
“'\v-;‘; i . 2 - -
Controle -
\‘/ \..‘ A e/

Negativo (NaCl)
- S
1 2’ 3
= S
1 2 3

Figura 24. HETCAN com a formulagdo do tipo microemulsdo contendo padréo a-PHE

Formulaciao 1A
(Padrio o-PHE)

Formulacio 1B
(Oleo Breu
Branco)

(1A) e 6leo de Breu Branco (1B), as imagens sdo representadas ao final do tempo de 5
minutos. No controle positivo (NaOH 1M) observa-se hemorragias e hiperemia, no
controle negativo com soro fisioldgico (NaCl) ndo se observa nenhum fenémeno que
caracterize irritabilidade. Nas formulagdes em estudo ndo se observa nenhuma alteragédo

nos fendmenos de hiperemia, hemorragia ou coagulagéo.
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6 CONCLUSAO

O método desenvolvido é adequado para analisar o-PHE na matriz da amostra de
pele. Embora varios estudos tenham detalhado as atividades farmacologicas da o-PHE,
as atividades biologicas da a-PHE ainda precisam ser estudadas mais em detalhes. As
formulacdes desenvolvidas neste trabalho, apresentaram-se estaveis por pelo menos 30
dias, do ponto de vista fisico, quando estocadas em temperatura ambiente e geladeira,
caracterizando-se como promissores sistemas de entrega de farmacos em terapias topicas.
A formulacdo 1A também demonstrou ser a formulacdo menos irritante nos testes in vitro
HetCam. Como a concentragdo de alfa felandreno é equivalente, em cada formulagéo, e
néo foi alterada a quantidade de tensoativos, portanto ndo foi modificada a permeacao,
demonstrando capacidade da formulacdo de promover a penetracdo do alfa, em camadas
mais profundas e manter a quantidade de alfa necessaria. Todos esses fatores podem ser

associados positivamente para utilizacdo de uma formulagdo mais eficiente.
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