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RESUMO

O oOleo-resina de copaiba é extraido das Copaibeiras, arvores comuns a América Latina e
Africa Ocidental, encontradas em mais de 20 espécies no Brasil, distribuidas no Sudeste,
Centro-Oeste e Amazonia. Dentre as varias atividades farmacoldgicas estudadas para este
6leo, destacam-se a antimicrobiana e anti-inflamatoria. E utilizado por via topica ou oral,
porém de forma indiscriminada, muitas vezes sem nenhum controle de qualidade. O uso
extensivo deste 6leo tem despertado cada vez mais o interesse da pesquisa farmacéutica em
desenvolver formas farmacéuticas que o contenha. Desta forma, torna-se interessante o
desenvolvimento de microemulsdes (ME) de administracdo topica do tipo O/A, a fim de
melhorar a sua permeabilidade cutanea deste éleo, bem como o seu efeito terapéutico. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar ME contendo o 6leo de copaiba
e avaliar sua atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria. Inicialmente foi determinado o
Equilibrio hidrdfilo-lipofilo (EHL) do 6leo Copaifera multijuga (11-12) e posteriormente foi
definido o EHL da mistura de tensoativo/cotensoativo, direcionando a escolha dos diagramas
de fases pseudoternarios (2:1 e 4:1). Nas regibes de ME dos diagramas foram selecionadas 7
formulacg6es e escolhidas duas (ME-F2 e ME-F6) para estudos de caracterizacdo. Quanto ao
pH, todas as formulag¢des encontraram-se dentro da faixa do pH cutaneo. Todas as amostras,
apos centrifugacdo, mantiveram-se inalteradas. As técnicas de condutividade elétrica e
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) sugeriram um sistema do tipo O/A. A
microscopia eletrénica de transmissdo revelou goticulas esféricas de tamanhos uniformes
inferiores a 200nm e de distribuicdo homogénea. A microscopia de luz polarizada mostrou
campos escuros caracteristicos de sistemas isotropicos do tipo ME O/A. O tamanho das
goticulas foi confirmado pela técnica de espalhamento de luz dindmica onde foi observado um
fendmeno de desestabilizacdo por maturacdo de Ostwald, ocorrendo o aumento no didmetro
das goticulas quando o sistema foi diluido. As ME apresentaram potencial zeta negativo,
baixa viscosidade e comportamento Newtoniano. As ME-F2 e ME-F6 apresentaram atividade
para as cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
e para o fungo Criptococcus neoformans. Em relacdo a atividade anti-inflamatéria a ME-F6
apresentou atividade aguda superior ao controle positivo (Emulgel de diclofenaco
dietilaménio). Ja a ME-F2 apresentou um lag time até a terceira hora, porém menos intenso
que o controle. Desta forma, os sistemas desenvolvidos tornam-se agentes promissores na
terapéutica antimicrobiana e principalmente para inflamagc6es agudas, podendo ser uma
alternativa para utilizacdo de anti-inflamatérios ndo esteroidais orais, reduzindo assim 0s
efeitos colaterais. No entanto, tornam-se necessarios mais estudos de controle de qualidade do
6leo de copaiba visto as muitas variaveis em relagdo a composicdo e consequentemente a
atividade farmacoldgica. Desta forma, deve-se padronizar a utilizacdo deste 6leo, como
também realizar estudos de irritabilidade cutanea e toxicidade das formulacGes.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade Anti-inflamatoria, Atividade Antimicrobiana, Diagrama de
fases, Microemulsdo, Oleo de copaiba.



ABSTRACT

Copaiba oil, extracted from the Copaiba plant, a common tree to Latin America and West
Africa. It is found over 20 species in Brazil, throughout Southeast, Midwest and Amazon
regions. Among the various pharmacological activities studied for this oil, antimicrobial and
anti-inflammatory stand out. It is taken topically or orally, but indiscriminately, often without
any quality control. The extensive use of this oil has attracted increasing interest in
pharmaceutical research to develop pharmaceutical forms containing them. This way, it is
interesting the development of topically administered microemulsions (ME) O/W, in order to
improve the skin permeability of this oil, as well as its therapeutic effect. Thus, the aim of this
study was to develop and characterize ME containing copaiba oil and evaluate its
antimicrobial and anti-inflammatory activity. It was initially determined the hydrophile-
lipophile balance (HLB) of the Copaifera multijuga oil (11-12) and it was subsequently
defined the HLB of the mixture of surfactant/cosurfactant, guiding the choice of the
pseudoternary phase diagrams (2:1 and 4:1). In ME regions of diagrams were selected seven
formulations and chosen two (ME-F2 and ME-F6) for characterizing study. Regarding pH, all
formulations were within the range of pH of the skin. All samples, after centrifugated,
remained unchanged. The electrical conductivity and differential scanning calorimetry (DSC)
techniques suggested a system of O/W. The transmission electron microscopy revealed
spherical droplets of uniform size less than 200nm and homogeneous distribution. The
polarized light microscopy showed dark fields that characterize isotropic systems of the type
ME O/W. The size of the droplets was confirmed by dynamic light scattering (DLS) on which
it was observed a phenomenon of destabilization by Ostwald ripening, increasing the diameter
of the droplets when the system is diluted. All the ME showed negative zeta potential, low
viscosity and Newtonian behavior. The ME-F2 and ME-F6 showed activity for the bacterial
strain Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli and for the
fungi Cryptococcus neoforman. Regarding the anti-inflammatory activity the ME-F6 showed
acute activity higher than the positive control (diclofenac diethylamine emulgel). As for ME-
F2, it presented a lag time up to the third hour, but less intense than the control one.
Therefore, the systems developed become promising agents in antimicrobial therapy and
particularly for acute inflammation, which can be an alternative to use oral nonsteroidal anti-
inflammatory, thereby reducing side effects. However, it is necessary further studies for
quality control of copaiba oil since there are many variables in relation to the composition and
consequently the pharmacological activity. Thus, the use of this oil should be standardized as
well as carried out studies of skin irritability and toxicity of the formulations.

KEYWORDS: Anti-Inflammatory, Antimicrobial Activity, Copaiba Oil, Microemulsion,
Activity, Phase Diagram.
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INTRODUCAO

Diversas doencas microbianas de origens bacteriana ou flngica sdo relatadas na
literatura. Em muitos casos, os responsaveis pelas infeccbes adquirem resisténcia ao
medicamento administrado, e por este motivo grande nimero de antibiéticos tem sido
desenvolvido. Paralelamente, a busca de antimicrobianos de origem natural que apresentem
atividade sobre grande espectro de microrganismos e que possam ser usados como alternativa
aos antibioticos convencionais tem despertado o interesse da classe cientifica, sobretudo nas
moléculas de origem vegetal, ja& que as plantas possuem grande potencial em sintetizar
substancias quimicas com estruturas diversificadas, como sistema de defesa contra agentes
patogénicos (DEUS, ALVES, ARRUDA, 2011).

Um dos géneros que detém destaque progressivo pelas propriedades bioldgicas é o
Copaifera. Das copaibeiras é extraido o 6leo-resina da copaiba responsavel por inimeras
atividades farmacologicas comprovadas principalmente antimicrobiana e anti-inflamatdria.
Pode ser usado puro in natura por via topica, ou como componente na prepara¢do de uma
variedade de produtos terapéuticos, sendo estes de administracdo principalmente oral, tais
como xaropes e cépsulas (SAMPAIO, 2000). Porém muitas vezes estes produtos sdo
fabricados sem nenhum controle de qualidade, sem identificacdo botanica da arvore,
condicBes adequadas de coleta e armazenamento do dleo e estudos que relacionem a estrutura
quimica e a atividade farmacologica, e sendo muitas vezes, utilizados de forma
indiscriminada pela populagéo. Estas condigdes justificam os diferentes perfis farmacologicos
destes 0Oleos e produtos encontrados no mercado, por apresentarem variagfes na composi¢do
quimica entre as espécies e até mesmo na mesma espécie, dependendo das condicdes e época
de coleta, e até mesmo o local (regido) que foi coletado. Outro problema é a adulteracéo
destes Oleos vendidos comercialmente em feiras de todo o Brasil, onde ja foi verificada
mistura com outros Oleos, principalmente o 6leo de soja e até mesmo outras substancias
(VEIGA JR, PATITUCCI, PINTO, 1997). Desta forma, deve-se padronizar a utilizagdo destes
6leos e realizar estudos de composicdo e atividade.

Uma das limitagbes do uso de produtos contendo 0leo de copaiba de acdo sistémica
sdo os efeitos colaterais quando administrados por via oral, tais como irritacdo gastrintestinal,
diarreia, sialorréia e depressdo do sistema nervoso central. Os produtos de via topica limitam-
se a acao superficial, sendo utilizados apenas para infec¢fes e inflamagdes cutaneas locais
(SACHETTI et al., 2009; BASILE et al., 1988).
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Nos ultimos anos a procura por novos sistemas transdérmicos de liberacdo de
farmacos tem sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais
eficientes, que possibilitem administrar farmacos por via topica com mais seguranca e com
efeitos colaterais minimizados. Desse modo, muita atengdo tem sido dada aos sistemas
microemulsionados, por sua capacidade em aumentar a eficacia terapéutica de diversos
farmacos, permitindo a reducdo da dose administrada e minimizando os efeitos colaterais
potenciais dos mesmos. Devido ao reduzido tamanho das goticulas e alta concentracdo de
tensoativos, estes sistemas permitem um aumento na permeagdo cutdnea por promover
desestruturacdo dos lipideos do estrato cérneo (OLIVEIRA et al., 2004). Compostos
terpénicos, principais constituintes do 6leo de copaiba atuam como promotores de permeacéo
(DAS, BHATTACHARYA, GHOSAL, 2006).

Sendo assim, torna-se interessante o desenvolvimento de uma microemulséo (ME)
contendo o 6leo de copaiba como principio ativo, fase oleosa e como promotor de permeacao
para formulacdo, como alternativa terapéutica no tratamento de infec¢Ges antimicrobianas e
patologias inflamatorias. Apresentando vantagens como a comodidade da aplicacdo, sendo
indolor e prética, e desta forma, favorecendo a adeséo do paciente ao tratamento. Bem como,
apresenta o fator econémico, visto que se utiliza como principio ativo um produto natural,
encontrado em grande escala na flora brasileira, valorizando assim a economia nacional.
Tornando-se uma alternativa terapéutica aos antibioticos sintéticos para infeccGes
microbianas, diminuindo a resisténcia bacteriana, como também aos anti-inflamatérios ndo
esteroidais orais no tratamento de inflamagGes, reduzindo assim os efeitos colaterais,
principalmente gastrointestinais.

Neste sentido, objetivou-se no presente trabalho o desenvolvimento de ME O/A de
aplicacdo topica contendo o 6leo de copaiba para fins antimicrobiano e anti-inflamatorio. Para
isto, utilizou-se a ferramenta do diagrama de fases pseudo-ternarios para o desenvolvimento
destas formulacbes e posteriormente foram realizados alguns estudos de caracterizacdo e
atividade farmacoldgica in vitro e in vivo, como os testes de microdiluicdo e edema de pata
induzido por carragenina, para avaliagdo do efeito antimicrobiano e anti-inflamatorio,

respectivamente.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 OLEO DE COPAIBA

As copaibeiras (Figura 1) sdo arvores comuns & América Latina e Africa Ocidental
(FRANCISCO, 2005), sendo encontradas, no Brasil, nas regides Sudeste, Centro-Oeste e
Amazonica. No Brasil, as arvores sdo conhecidas como copaiba, copaibeira, pau-de-6leo,
copalva, copai (CASCON, 2004), copaibarana (RODRIGUES, 1989), copaibo, copal,
marimari e balsamo dos jesuitas, e 0 6leo é chamado de 6éleo de copaiba ou balsamo (PIERE,
MUSSI, MOREIRA, 2009).

Figura 1- Fotografia da copaibeira

(FONTE: ARVORES DO BRASIL, 2010).

Essa planta se apresenta na classifica¢do botanica, pertencente a familia Leguminosae,
sub-familia Caesalpinoideae, género Copaifera (YAMAGUCHI, GARCIA, 2012,
OLIVEIRA et al., 2006; VEIGA JUNIOR et al., 2005; MACIEL et al., 2002; BRITO et al.,
2000). Seu género compreende 72 especies, existindo mais de 20 espécies no Brasil; dessas,
17 sdo endémicas, dentre as quais as principais encontradas no pais sdo: Copaifera officinalis
L., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora,
Copaifera langsdorffi, Copaifera cariacea e Copaifera cearensis Huber ex Ducke (PIERI et
al., 2009; SANTOS et al., 2008).

Da arvore da copaiba é extraido um 6leo-resina que variam a viscosidade, odor e a cor
que vai do amarelo ouro a marrom dependendo da espécie (LEANDRO et al., 2012,
YAMAGUCHI, GARCIA, 2012; PIERE, MUSSI, MOREIRA, 2009; LLOYD, 1898). Por
exemplo, o Oleo proveniente da C. reticulata é viscoso, amarelo escuro e com odor

desagradavel, o 6leo da C. langsdorffi tem consisténcia de 6leo de oliva e os 6leos da espécie


../AppData/Dissertação/oleo%20de%20copaiba...revisÃ£o.htm#fig1
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C. multijuga apresentam odor caracteristico bastante agradavel, podendo ser utilizado até
mesmo como aromatizante (PLOWDEN, 2004).

O uso do 6leo de copaiba € difundido desde que os colonizadores europeus chegaram
ao Brasil no século XVI. O conhecimento sobre as propriedades do Oleo teve origem,
provavelmente, da observacdo do comportamento de certos animais que, quando feridos,
friccionavam-se nos troncos das copaibeiras para cicatrizarem suas lesdes (VEIGA JUNIOR,
PINTO, 2002).

O primeiro relato do uso descreve a copaiba como copei em 1534 pelo papa Léo X
(PLOWDEN, 2004). Por volta de 1560, o padre jesuita José de Anchieta, em carta ao padre
geral comenta o poder cicatrizante do 6leo de copaiba. Em meados do século XVI, em obra
publicada sob titulo “Historia da Provincia de Santa Cruz, que vulgarmente chamamos de
Brasil”, Pero de Magalhdes Gondavo foi o primeiro a descrever a eficicia do 6leo de copaiba
como analgésico e cicatrizante, que resultou em um comentario mundial a respeito da
copaiba, tornando o Oleo junto ao cravo, anil e tabaco, um dos quatro produtos mais
exportados por provincias do Maranhdo e Grao- Pard (PIERE, MUSSI, MOREIRA, 2009).

Em 1625 um monge Portugués escrevendo sobre produtos naturais brasileiros
descreveu uma droga denominada cupayba (POWDEN, 2004). A arvore foi a primeiramente
descrita em 1648, a Farmacopéia Inglesa listou a droga em 1677 e Lineu descreveu o género
copaifera em 1762. No ano de 1821, o Francés Desfontaines adicionaou duas novas espécies
ao género Copaifera: C. guaianensis e C. langsdorffi (PIERE, MUSSI, MOREIRA, 2009). O
oleo foi incluido na Farmacopéia Americana de 1828 e em 1940 foi incorporado ao National
Formulary (PLOWDEN, 2004).

Os primeiros relatos mencionaram a utilizacdo medicinal do 6leo de copaiba pelas
populacdes indigenas como Tupi, Puinaves, Kaw e Makunas, com a denominagdo tupi
Kupaiwa, de onde se originou 0 nome copaiva e posteriormente copaiba (CASCON,
GILBERT, 2004).

Este 6leo tem sido ha anos matéria de varios estudos, visando comprova-las ou adapta-
las a novas terapias. No ano de 1972, o Food and Drug Administration, 6rgdo americano
regulamentador de farmacos, aprovou o 6leo de copaiba, apos ser submetido a testes de
sensibilizacdo e irritacdo, com 0 uso de 25 voluntarios, obtendo-se resultado negativo para
ambos (VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

Atualmente a copaiba é uma das plantas mais utilizadas pela popula¢do da Amazonia
brasileira, que em sua grande maioria ndo tem acesso a produtos farmacéuticos e servigos de
salde (CASCON, GILBERT, 2004).
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2.1.1 Extracéo do dleo de copaiba

O 6bleo de Copaiba provém de canais esquizo-lizigeos (CASCON, 2004), que sdo
secretores, localizados em todas as partes da arvore. S&o canais formados pela dilatacdo de
espacos intercelulares (meatos). O carater mais saliente desse aparelho esta no lenho, onde os
canais longitudinais, distribuidos em faixas concéntricas, nas camadas de crescimento
demarcadas pelo parénguima terminal, reinem-se com tracados irregulares em camadas
lenhosas muitas vezes sem se comunicarem (ALENCAR, 1982). Ha exudacdo das arvores de
Copaifera (LIMA NETO et al.,, 2008; FRANCISCO, 2005; MACIEL et al., 2002) em
condigdes patologicas (BRITO et al., 2005), sendo entdo o 6leo, segundo Romero (2007)
produto da desintoxicacdo do organismo vegetal, e que funciona como defesa da planta contra
animais, fungos e bactérias.

Sendo assim, o 6leo pode ser obtido através da perfuracdo no tronco da copaibeira
(RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006;
FRANCISCO, 2005; OLIVEIRA et al., 2005;) tendo sido utilizadas, desde os primérdios da
exploracdo do produto, inimeras formas de extragdo que provocavam danos Sérios as arvores
ou até provocavam sua morte (MATTA, 1913). Porém, uma técnica tem sido considerada a
Unica pratica ndo agressiva, e € hoje a mais utilizada, consistindo na perfuracdo do tronco com
um trado de aproximadamente 2 metros de didmetro em dois furos. O primeiro deve ser feito
1 metro acima da base da planta e 0 segundo de 1 a 1,5 metros acima do primeiro
(OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006; RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2006; VEIGA
JUNIOR, PINTO, 2002;ALENCAR, 1982). Insere-se entdo um cano de PVC de 3/4 de
polegada nos orificios (Figura 2), por onde o 6leo escoa, e reserva-se o Oleo. Apds a
finalizacdo da extracdo, veda-se o orificio para protecdo contra fungos e cupins (OLIVEIRA
et al., 2006; RAMOS, 2006; RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2006) com o uso de argila ou
tampa vedante de plastico sendo ambas de facil retirada para posteriores colheitas de 6leo
com maior facilidade de manipulagdo (OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006).


../AppData/Dissertação/oleo%20de%20copaiba...revisÃ£o.htm#fig2
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Figura 2- Extracdo do 6leo de copaiba. O 6leo escoa
pelo orificio 2 quando ambos estdo desobstruidos.
Ao selar a abertura do orificio 1, sela 0 escoamento
do 6leo

s 4 'rg
(FONTE: PIERE, MUSSI, MOREIRA, 2009)

A quantidade extraida do Oleo-resina pode ser variavel, podendo chegar a 50
litros/arvore por ano, sendo uma media por cada extracdo de 0,3 a 3 litros dependendo da
espécie e condigdes de extracdo, podendo algumas arvores fornecer até 30 litros em uma sé
retirada. Ndo ha, porém, estudos definitivos sobre o tempo necessario para uma copaibeira
recompor o Oleo extraido. Sabe-se também que ndo se extrai 6leo de todas as arvores de
copaiba, mas ndo existem estudos precisos da média de arvores efetivamente fornecedoras de
6leo, o que pode variar de acordo com as caracteristicas do solo, clima, espécie da Copaifera
e época seca ou chuvosa (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004).

2.1.2 Composi¢édo quimica dos 6leos de copaiba

O Oleo-resina de copaiba é uma substancia natural, composta de uma parte solida,
resinosa nao volatil formada por acidos diterpénicos (RAMOS, 2006; OLIVEIRA et al., 2006;
VEIGA JUNIOR et al., 2005; RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004; CASCON, GILBERT,
2000) responsavel por 55 a 60 % do 6leo (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004), que,
segundo Freire et al. (2006), é utilizada como balsamos, diluida na outra parte, um dleo
essencial, composto de sesquiterpenos (OLIVEIRA, et al., 2006; RAMOS, 2006). Estes
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podem ser divididos em sesquiterpenos oxigenados (alcdois) e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (CASCON, GILBERT, 2000).

O ¢leo extraido pode variar em relagdo a concentracdo e natureza dos diterpenos e
sesquiterpenos presentes (RAMOS, 2006; VEIGA JUNIOR et al., 2005) de acordo com
variacOes de espécies ou mesmo na mesma espécie, fatores bioldgicos como insetos e fungos
(RAMOS, 2006), ou fatores abidticos (OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006). Pacheco,
Barata e Duarte (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de éleos de copaiba (C.
multijuga) coletados em diferentes épocas do ano, observando diferentes perfis de atividade.

Um problema observado reside na venda destes 6leos de copaiba, pois geralmente nao
é extraido de uma unica espécie, em sua grande maioria € composto por uma mistura de 6leos
obtidos de diferentes espécies de copaifera. Além disso, € comum sua adulteracdo por acidos
graxos ou alcool (VEIGA JUNIOR, 1997). Veiga Janior, Patituci e Pinto (1997) analisaram
diferentes 6leos de copaiba comerciais e verificaram a presenca de &cidos carboxilicos
lineares, indicando adulteracdo nestes 6leos possivelmente por 6leo de soja.

Apesar de poderem apresentar alteragdes nas quantidades e tipos de diterpenos e
sesquiterpenos, apenas essas classes de substancias podem estar presentes na composic¢ao do
o0leo puro (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Os principais sesquiterpenos encontrados no 6leo-resina da copaiba sdo B-cariofileno,
oOxido-cariofileno, B-bisaboleno, a-humuleno, a-selineno, B-selineno, o —copaeno, B-elemeno,
y-cadineno, o-cadinol, entre muitos outros, mostrados na Figura 3 (PIERE, MUSSI,
MOREIRA, 2009). Cascon e colaboradores (2000) sugeriram que o oxido de cariofileno é
possivelmente um artefato oxidativo produzido durante o armazenamento do 6leo-resina.

Segundo Silva et al. (2006), o 6leo essencial extraido das folhas da copaibeira possui
composicdo semelhante a da parte volatil sesquiterpénica do 6leo-resina, com substancias

como B-cariofileno, cadinol, germacreno D e B e y- cadineno.
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Figura 3- Principais sesquiterpenos encontrados nos 6leos de copaiba.

pB-cariofileno oxido cariofileno  g-humuleno

on;H

H i H

A
cadineno a--cadinol B-elemeno
H k
a-Copacno a-selineno B-selineno

(FONTE: Adaptado de LEANDRO et al., 2012)

A parte resinosa do O6leo-resina € composta pelos diterpenos acido hardwickico,
colavenol, acido copaiférico ou copaifero, acido copaiferdlico, acido calavénico, acido
patagbnico, acido copalico entre outros (PIERE, MUSSI, MOREIRA, 2009).

Mesmo com a grande variacdo na composi¢do quimica destes 6leos de copaiba
geralmente o componente B-cariofileno é considerado um marcador quimico destas 6leos,
sendo considerado o principal constituinte (CASCON, GILBERT, 2000). No entanto, o-
copaeno foi o principal constituinte de amostras de oleoresinas de Copaifera paupera e
Copaifera piresii coletados no Acre e Rondonia, respectivamente (ZOGHBI ET AL., 2009), e
foi também o constituinte principal nas amostras de oleorresinas Copaifera Martii coletados
em Pard (ZOGHBI, LAMEIRA, OLIVEIRA, 2007). Enquanto isso, B-bisaboleno apresentou-
se como o principal constituinte em varias amostras de Copaifera duckei e Copaifera
reticulata coletados no Para (LAMEIRA ET AL., 2009; ZOGHBI ET AL., 2009).

2.1.3 Atividades farmacoldgicas
O Oleo-resina de copaiba € amplamente utilizado na medicina popular, através da

administracdo topica e oral (LEANDRO et al., 2012). As principais propriedades terapéuticas
citadas sdo: a atividade anti-inflamatdria (GOMES et al., 2010; VEIGA JUNIOR et al., 2010;
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VEIGA JUNIOR et al., 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2006; BRITO et al., 2005; BAYLAC,
RACINE, 2004; VEIGA JUNIOR et al., 2001; BASILE et al, 1988), atividade
antimicrobiana (SANTOS et al., 2012; PIERE et al., 2011; DEUS, ALVES, ARRUDA, 2011,
PIERE et al., 2010, MENDONCA, ONOFRE, 2009; DEUS et al., 2009; SANTOS et al.,
2008; PACHECO, BARATA, DUARTE, 2006), antileshmania (SANTOS et al., 2012, 2011,
2008), antitumoral (BRITO et al., 2010; GOMES et al.,, 2008; LIMA et al., 2003),
antinoceptivo (GOMES et al., 2010; GOMES et al., 2007), anti-isquémico (ARAUJO et al.,
2005), ansiolitica (CURIO et al., 2009), inseticida (PROPHIRO et al., 2012; KANIS et al.,
2012; RIBAS, CARRENO, 2010; SEO et al., 2009; FERNANDES, FREITAS, 2007; SILVA
et al., 2003; SILVA, ZANON, SILVA, 2003), acdo cicatrizante (RAMOS, 2006; SILVA et
al., 2006; ARAUJO JUNIOR et al., 2005; BRITO et al., 2005; FRANCISCO, 2005;
RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004; BRITO et al., 2000; MACIEL et al., 2002; VEIGA
JUNIOR, PINTO, 2002), potencial anti-séptico (RAMOS, 2006; VEIGA JUNIOR et al.,
2005; CASCON, 2004; RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004), germicida (BLOISE, 2003),
expectorante (RAMOS, 2006; FREIRE et al., 2006; BRITO et al., 2005; RIGAMONTE
AZEVEDO et al., 2004; MACIEL, et al., 2002; BRITO et al., 2000) diurético (FREIRE et al.,
2006; SILVA et al., 2006) e analgésico (PACHECO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005;
GURGEL, 2004; VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

Outras indica¢des também sdo conhecidas e citadas, como a acdo antiviral (GURGEL,
2004; VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002), antidiarréica, contra 0 reumatismo, psoriase
(MACIEL et al.,, 2002; BRITO et al., 2000), hemorragias, moléstias de pele, urticarias
(MACIEL et al., 2002), pneumonia, eczema, paralisia, cefaléia, picada de cobra
(RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004), sifilis (PACHECO et al., 2006), como antitetanico,
antiblenorrdgico (RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004), antileucorréico e cercaricida
(MACIEL et al., 2002), além de agdes antiulcerogénicas, estimulantes (RAMOS, 2006) e
afrodisiacos (RIBEIRO, 1971). O extrato das folhas da copaibeira tem sido apontado como
uma de suas funcdes, a atividade antioxidante, funcdo ndo comprovada no o6leo-resina
(RAMOS, 2006; ARAUJO JUNIOR et al., 2005; RIGAMONTE AZEVEDO et al., 2004;
VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

Outras acOes tém sido descobertas, como a de acdovasorelaxante, citotoxico e
embriotoxico (COSTA LOTUFO et al., 2002), com o isolamento do diterpeno, acido
caurendico, encontrado até hoje apenas na Copaifera langsdorffii (VEIGA JUNIOR et al.,
2005) e que acumula também atividades anti-inflamatoria e protetora de colite induzida por
acido acético (VEIGA JUNIOR et al., 2005; PAIVA et al., 2004). Além disso, pesquisas



25

realizadas nas Ultimas duas décadas apontam o éleo de copaiba para o campo da odontologia,
como substituto do eugenol em trés formulagdes (RAMOS, 2006; CASCON, 2004; VEIGA
JUNIOR, PINTO, 2002). Na mistura com o oxido de zinco, na formulacdo do cimento
endodontico, para obturacGes de canais radiculares, com vantagens sobre a formulagdo usual,
por produzir menor irritacdo (RIBEIRO, 1989). Em composi¢do obturadora provisoria
medicamentosa, em combinacdo com o hidréxido de calcio, apresenta melhor capacidade
antimicrobiana, em relacdo a formulacdo com o eugenol (RAMOS, 2006; VEIGA JUNIOR,
PINTO, 2002). A pasta feita com o 6leo de copaiba apresentou pequeno potencial irritativo,
sendo preferivel ao médio potencial do eugenol, além de potencializar as propriedades do
CaOH, na compatibilidade tecidual, na inducdo da formacdo de tecido mineralizado; em
cimento formado com a unido de 6leo de copaiba, CaOH e 6xido de zinco mostra maior
eficiéncia nas infiltracdes apicais em obturacdes de canais radiculares (RAMOS, 2006).

Recentemente tém sido realizados ensaios laboratoriais com a finalidade de comprovar
acao antimicrobiana da copaiba sobre bactérias formadoras da placa dental (Piere, 2007;
VALDEVITE et al., 2007), tendo inclusive sido registrado um gel a base de copaiba, para esta
finalidade (SIMOES, 2004). A utilizacdo do 6leo de copaiba sobre as bactérias formadoras de
placa dental foi comprovada recentemente em estudo realizado em cées, tendo sido obtido ao
final do periodo experimental, reducéo significativa da formacdo da placa dental nos animais
com a utilizag&o de solugéo a base do fitofa&rmaco (PIERE, 2007). Este autor também testou in
vitro a atividade antimicrobiana do éleo de copaiba, sobre a bactéria Streptococcus pyogenes,
causadora de inflamagdes de garganta, obtendo resultados positivos na inibicdo do
crescimento deste microrganismo.

Muitos estudos tém sido realizados para confirmar estas propriedades cientificamente
e validar a utilizacdo generalizada deste 6leo e suas diversas atividades farmacologicas.
Apesar dos muitos trabalhos publicados, alguns dos dados sobre a composi¢do quimica e a
atividade farmacologica do Oleo de copaiba permanece contraditéria (LEANDRO et al.,
2012).

2.2 MICROEMULSOES

O termo microemulsdo (ME) foi introduzido na década de 40 por Hoar e Schulman
para definir um sistema fluido e semi-transparente obtido pela titulacdo até o ponto de
clarificacdo de uma emulsdo simples com um alcool de cadeia média como o hexanol ou o

pentanol. No ponto de clarificacdo ndo foi necessaria agitacdo e uma dispersdo transparente
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foi formada espontaneamente. Estes pesquisadores observaram, através de microscopia
eletrbnica, que as dispersdes transparentes formadas eram constituidas de microgoticulas de
6leo em agua (O/A) ou agua em o6leo (A/O), cercadas por um filme interfacial misto de
tensoativo e co-tensoativo (&lcool). O tamanho das goticulas variava de 100 a 600 nm,
significativamente menores que os da emulsdo simples inicial, justificando seu aspecto
transparente e o termo microemulsdao (HOAR e SCHULMAN, 1943).

Este termo foi revisado muitas vezes e a definicdo atualmente mais aceita descreve as
ME como dispers@es coloidais de &gua e 6leo, estabilizadas por um tensoativo e por um co-
tensoativo quando necessario, sendo consideradas sistemas termodinamicamente estaveis
devido ao equilibrio entre seus componentes. Além disso, apresentam baixa viscosidade,
possuem grande capacidade para o transporte de farmacos, demonstram comprovada
propriedade promotora de absorcdo para os farmacos veiculados e séo facilmente obtidas
(ZHANG et al., 2010; FLANAGAN, SINGH, 2006; CUNHA JUNIOR et al., 2003).

O tamanho da goticula destes sistemas € muito reduzido, tipicamente entre 10-300nm.
Por essa razdo, ME sdo relativamente translicidas, ou seja, opticamente limpidas, o que se
justifica pelo fato de o diametro médio das goticulas ser menor do que ¥ do comprimento de
onda da luz incidente. Com isso, as mesmas nao espalham luz e o sistema fica transparente,
caracterizando-se como isotropico (DAMASCENO et al., 2011; LANGEVIN, 1988;
ROSANO, 1974).

As caracteristicas das ME tém atraido consideravel atengdo, principalmente por serem
sistemas reservatorios, nos quais a fase interna constitui um microambiente restrito, com
propriedades particulares (FANUN, 2010; FANUN, 2009; OLIVEIRA et al., 2004), devido a
sua capacidade de solubilizar grande quantidade de farmacos lip6filos ou hidrofilos
(FASOLIN, SANTANA, CUNHA, 2012; CAMPO et al., 2004). Desta forma, pode modificar
profundamente a velocidade de liberagdo dos farmacos, controlando a sua biodisponibilidade.
Como sistemas reservatorios podem alterar os parametros farmacocinéticos, diminuindo a
toxicidade e aumentando a eficacia clinica de farmacos (FANUN, 2011; FANUN, 20010;
FANUN, 2010; FORMARIZ et. al., 2005).

E possivel se estabelecer nitidamente diferencas entre uma ME e uma emulsdo (EM)
(Tabela 1). A tenséo interfacial de uma ME é muito baixa quando comparada com a tensdo
interfacial de uma EM. Isso pode levar a formacdo espontanea das ME e, consequentemente, a
um pequeno tamanho das goticulas. Enquanto isso, as emulsfes sdo dispersdes opticamente
turvas e leitosas e, normalmente, s6 podem ser obtidas por agitacdo mecénica devido a sua
instabilidade termodinamica (BAGWE et al., 2001; TENJARLA, 1999).
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Tabela 1- Principais diferencas entre EM e ME

EMULSOES MICROEMULSOES

Termodinamicamente instaveis tendendo Termodinamicamente estaveis
a separacdo de fases

Sistemas relativamente estaticos Sistemas altamente dinamicos

Avrea interfacial moderadamente grande Avrea interfacial bastante grande

Pouco tensoativo é requerido para Grande quantidade de tensoativo é
estabilizagéo necessaria para estabilizacao
Pequena curvatura da interface O/A O filme interfacial pode estar

altamente curvado

(FONTE: TENJARLA, 1999)

As ME podem ser compostas por goticulas de agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua
(O/A), podendo inverter de um tipo para outro pela adicdo de uma fase ou alteracdo do
tensoativo (FANUN, 2009; FANUN, 2010, OLIVEIRA, 2004). A formagéo de uma ME O/A
se d& quando o volume de 6leo é baixo. Ao contrério, ME A/O se formam quando o volume
de &gua é reduzido. Em sistemas em que as quantidades de agua e 6leo sdo similares, ME
bicontinuas sdo formadas (LAWRENCE; REES, 2000). A formacdo dessas diferentes
microestruturas pode afetar fortemente a liberagdo de farmacos (CORREA et. al., 2005).

A principal desvantagem desses sistemas microemulsionados relaciona-se a utilizagao
de elevadas concentracbes de tensoativos e co-tensoativos em relacdo as emulsdes,
possibilitando a ocorréncia de irritacdo no local de aplicacdo. Assim, esses adjuvantes, além
de permitirem a formacgdo dos sistemas devem, também, ser atoxicos e apresentar registro
para emprego em produtos farmacéuticos. Entretanto, esta limitagdo varia dependendo do uso
pretendido para a preparacdo em questdo, havendo maior disponibilidade de substancias para
produtos que visam a administracdo cutanea, maiores restricbes aos que se destinam a via oral
e, principalmente, aos que devem ser preparados de forma estéril (parenterais e oftalmicos)
(CUNHA-JUNIOR et al., 2003).

Os tensoativos vém sendo extensamente estudados por serem moléculas anfifilicas que
em baixas concentracdes, tém a capacidade de serem adsorvidas na interface de dispersdes
liquidas, reduzindo a tensdo interfacial. A adsorcéo na interface dos liquidos é consequéncia
da estrutura molecular dos tensoativos, sendo formado por duas regides que se comportam de
maneira distinta: uma parte apolar (cauda) constituida, geralmente, por uma cadeia de
hidrocarbonetos (8 a 18 atomos) que interage bem com a fase 6leo; e uma parte polar (cabeca)

gue pode ser idnica (catibnica ou anidnica), ndo-ibnica ou anfétera, que interage fortemente
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com a fase aquosa atraves de forcas do tipo dipolo-dipolo ou ion-dipolo (Figura 4). Essas
regibes distintas sdo denominadas hidrofdbicas [ou lipofilica (subunidade apolar da molécula
do tensoativo)] e hidrofilica (subunidade polar). A presenca destas duas subunidades distintas
em uma mesma molécula favorece a adsorcdo dos tensoativos nas interfaces liquido-liquido,
liguido-gas ou solido-liqguido de um dado sistema (NISTSCHKE, PASTORE, 2002;
MANISSO, 2001; SCHREIER et al., 2000; CREVECOUEUR et al., 1999; ADAMSON,
GAST, 1997). Devido estas caracteristicas 0s tensoativos sdo considerados um dos produtos
quimicos mais versateis e utilizados nos diversos setores industriais (DANTAS NETO et al.,
2003; NITSCHKE, PASTORE, 2002; ELACHOURI et al., 1995; LUO et al., 1998; DESAI,
BANAT, 1997).

A eficacia dos tensoativos é determinada pela sua capacidade de reduzir a tensao
superficial ou interfacial de um determinado sistema liquido. Esta eficacia é dada pela medida
de energia livre da tensdo da superficie por unidade de area, necessaria para trazer uma

molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN, 2004).

2.3 PARAMETRO DE EMPACOTAMENTO CRITICO (PEC)

Moléculas de tensoativos podem se auto-agregar na presenca de dgua formando uma
rica variedade de estruturas. Quando sdo incorporados em misturas imisciveis de 6leo e agua,
eles podem se localizar na interface 6leo/agua, resultando em diferentes estruturas de escala
macroscopica ou microscopica com diferentes regifes de solubilizacdo. Essa propriedade
possibilita compartimentalizar o farmaco, podendo direciona-lo para os sitios onde devera
exercer o efeito farmacoldgico, além de poder controlar a velocidade de liberacdo, sem alterar
a estrutura quimica da molécula transportada, sendo considerados, portanto sistemas
reservatorios. Nestes tipos de sistemas, o farmaco encontra-se separado do meio de dissolucéo
através de um revestimento, uma membrana, ou uma interface, devendo transpor essa barreira
para ser liberado do meio (LAWRENCE, REES, 2000).

O parametro de empacotamento critico (PEC) é datil para predizer a estrutura
preferencialmente formada por um composto anfifilico, uma vez que relaciona o formato da
molécula com propriedades que influenciam a curvatura da interface polar-apolar e,
consequentemente, o tipo de agregado formado. O PEC pode ser calculado utilizando a
Equacdo 1 (MITCHELL, NINHAM, 1981):
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_V
PEC = —_ 1)

ac.le

Onde, PEC o fator de empacotamento, V volume da cauda hidrocarbonada, L. 0 comprimento

do anfifilico e a a area da cabeca polar.
Cc

A Figura 4 relaciona o PEC com os tipos de agregados formados. Uma variedade de
estruturas pode ser formada, incluindo as ME O/A e as reversas A/O, fases cubicas lamelares,
ou hexagonal (ANTON, VANDAMME, 2011; BINKS, FLETCHER, TIAN, 2010), sendo
estes ultimos sistemas denominados como cristais liquidos (FASOLIN, SANTANA,
CUNHA, 2012).

Figura 4- Formas de agregacdo de tensoativos relacionado ao PEC

micela reversa
vial>1

sélido é
4

fase hexagonal
reversa

agua em dleo

fase cubica

vial=1 reversa
g fase lamelar
6leo em agua fase cubica normal
1/3<v/al<1/2

fase hexagonal
normal

agua v/al<1/3

micela normal

(FONTE: BORNE et al., 2001).

2.4 EQUILIBRIO HIDROFILO-LIPOFILO (EHL)

Em 1949, Griffin introduziu o conceito do Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL),
sendo este uma nogdo semi-empirica para quantificar os efeitos das contribui¢Ges das partes

apolares e polares existentes na estrutura molecular do tensoativo. A predominancia de uma
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das partes dotard a molécula anfifilica de caracteristicas especificas, determinando os tipos de
aplicacdes, de acordo com a capacidade de emulsionar uma mistura de liquidos imisciveis
(BERTHOD, 1983).

De acordo com Adamson (1976), o valor de EHL indica o percentual hidrofilico de
um tensoativo sendo dependente somente da estrutura molecular do tensoativo. Sendo assim,
um EHL baixo corresponde a um tensoativo com baixo poder hidrofilico, um aumento neste
parametro corresponde a um aumento no carater hidrofilico do tensoativo (ADAMSON,
1976).

Davies (1957) propds para tensoativos idnicos, um método alternativo de estimativa
do EHL, tendo adicionado uma propriedade intrinseca a cada grupo presente na molécula, e
atribuindo valores que variam de acordo com carater hidrofilico(ai) ou lipofilico(si). A
Tabela 2 apresenta os valores de alguns grupos funcionais. O valor do EHL pode ser estimado
pela Equacdo 2:

EHL= Zw‘- Eﬂi (2)

Tabela 2- NUmeros de grupos de EHL.

Grupos ai* pi*
-SO4-Na+ 38,7
-COO-K+ 21,1
-COO-Na+ 19,1
Sulfonados 11,0
Hidrofilicos Ester (em anel) 6,8 -
Ester (livres) 2,4
-COOH 2,1
Hidroxilas (livres) 1,9
-O- 1,3
Hidroxilas (em anel) 0,5
Lipofilicos -CH-, -CH2- - 0,475
-CH3, =CH- 0,475
-(CH2-CH2-0) 0,330
Derivados -CF2- - 0,870
-CF3 0,870

* Valores estimados.
(FONTE: DAVIES e RIDEAL, 1957.)

Outro método consiste em comparar a massa molar da parte hidrofilica (H) e da parte
lipofilica (L), para obter o valor de EHL, através da Equacdo 3. Este valor compreendido
entre 0 e 20, o valor maior (20) correspondente ao percentual 100% indicativo de carater

hidrofilico maximo.



31

EHL = (i)x 20 3)
H+L

A mistura de tensoativos com Equilibrio Hidrofilo-Lipéfilo adequado proporciona a
condicdo méxima de “solubilizacdo” do dleo e da dgua (MITAL, 1999). A orientagdo dos
sistemas para O/A ou A/O é dependente das propriedades fisico-quimicas do tensoativo e do
6leo, da relacdo entre as proporgdes tensoativo/co-tensoativo e entre as proporcdes agua/dleo
(CRUZ, UCKUN, 2001; CONSTANTINIDES et al., 1994). Normalmente, tensoativos com
EHL entre trés e oito favorecem a formacdo de uma ME A/O, enquanto tensoativos com EHL
entre 8 e 18 favorecem a formacéo de uma ME O/A (LAWRENCE et al., 2000; TENJARLA,
1999).

Entretanto, além do valor do EHL, a posicdo geométrica dos tensoativos na interface
pode ser outro fator de influéncia a ser considerado em termos de seus efeitos na curvatura e
na fluidez da interface. Como consequéncia, a adi¢do de um cotensoativo € capaz de reduzir a
energia livre na interface e tensdo através da penetracdo no filme de tensoativo e, portanto,
criar um filme desordenado devido a um espaco vazio entre as moléculas do mesmo. Eles
atuam também modificando o valor do EHL do sistema de tensoativo para um valor 6timo e
adequado para a formulagdo de ME (HO, HSIAO, SHEU, 1996).

2.5 APELE

A administracdo topica é conhecida como via alternativa da administracdo oral de
farmacos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de primeira passagem, o fato
de ser indolor e a facilidade de aplicacdo (SILVA et al., 2009). Como também, menos efeitos
adversos favorecendo uma maior adesdo do paciente a terapia. No entanto, a pele é uma
barreira natural, e apenas alguns farmacos podem penetrar com facilidade e em quantidades
suficientes para ser eficaz (OZGUNEY et al., 2006).

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano, ocupando area média de 2 m? (LEONARDI,
2004). E um 6rgdo completo e tem uma variedade de tipos celulares. Pode-se considerar a
pele como uma espécie de 6rgao “espelho” que reflete e amplifica as reagdes do organismo
pouco acessiveis a investigacdo. Se examinarmos um corte transversal da pele no microscopio

é possivel visualizar trés estratos principais (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo das camadas da pele e anexos
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(FONTE: BURNIE & COOLING, 1996)

A pele é constituida na camada mais superficial pela epiderme (tecido epitelial
estratificado), na camada média a derme (tecido conjuntivo) e na camada profunda a
hipoderme (tecido conjuntivo adiposo) (HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 1999), sendo
considerada uma barreira complexa com organizacdo anatdmica e estrutura quimica especial
(VERMA et al, 2003; RESENDE, et al 2006).

A camada mais externa da pele, a epiderme, pode ter espessura diferente conforme a
regido do corpo. Constituida por um epitélio estratificado pavimentoso, a célula principal é o
queratindcito, a qual produz a queratina. As células da epiderme constituem um sistema
dindmico, ou seja, estdo em constante renovagdo, desde sua juncdo com a derme até a
superficie cutanea, onde se efetua uma descamacdo permanente. Também fazem parte desta
camada, as células de Langerhans (sistema de defesa operado pelo sistema imunoldgico) e as
células de merkel (sensiveis ao tato e pressdo) (LEONARDI, 2004).

A porcdo menos permeével da epiderme é a camada mais superficial, formada por
corneocitos organizados e agrupados, ligados entre si através de desmossomas. Nesta camada
as celulas sdo mais queratinizadas e o teor de lipidios intracelulares (ceramidas, colesterol e
acidos graxos) é mais elevado, o0s quais estdo dispostos em camadas lamelares, preenchendo
0s espacos extracelulares contribuindo para a coesividade, o que acaba dificultando a difusao
dos ativos (LEONARDI, 2004). Esta camada é chamada estrato corneo (EC), principal
determinante para a permeacao de substancias ativas. E considerado o maior responséavel pela
promocdo da “barreira cutdnea”. A espessura e integridade (cristalinidade e quantidades totais
de lipidios) do EC podem sofrer alteragdes de acordo com a idade, sexo, raca e regido
corporal, variando sua efetividade (HARRIS, 2009).
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A penetracdo através desta camada depende das propriedades fisico-quimicas da
substancia ativa aplicada e do veiculo onde a substancia encontra-se incorporada (CROSS et
al, 2003). Se a molécula ndo for metabolizada depois que atravessa o estrato cdrneo,
provavelmente sera difundida através das camadas da pele (LEONARDI, 2004).

Muitas estratégias tém sido utilizadas para melhorar a entrega dérmica e transdérmica
de farmacos. Estas incluem a utilizacdo de potenciadores de penetracdo de produtos quimicos,
preparacdo de sistemas de farmacos supersaturadas de entrega, iontoforese, assim como o uso
de sistemas de liberacdo de farmacos com esta capacidade promotora de permeagdo (LIU,
CHANG, HUNG, 2011). As microemulsbes oferecem uma alternativa promissora para a
administracdo por via dérmica (local) e transdérmica (sisttémica) de farmacos hidrofilico e
lipofilico (FANUN, 2010; FANUN, 2009; BACHHAV, PATRAVALE, 2009; OZGUNEY et
al., 2006; KREILGAARD, 2002; KREILGAARD et al, 2000).

Oleos essenciais e seus componentes, tais como terpenos, sio biocompativeis e podem
melhorar a eficacia de entrega do sistema transdérmico, por isso vém recebendo muita
atencdo como promotores de penetracdo, devido as suas baixas toxicidades em comparacao
com potenciadores de penetracdo sintéticos (DAS, BHATTACHARYA, GHOSAL, 2006).
Por exemplo, foi relatado que o limoneno potencializou a entrega de cetoprofeno e
aceclofenaco (LEE, et al., 2005; RHEE et al., 2001). Oleo de eucalipto contendo o dleo
essencial de 1,8-cineol foi utilizado como um veiculo para a administracdo transdérmica de
esterdides hormonais (BIRUSS, KAHLIG, VALENTA, 2007), e de hidrocortisona
(MAGHRABY, 2008). Alem disso, Terpineol foi utilizado como um potenciador
transdérmico para a zidovudina e buspirona (KHALILI, MEIDAN, MICHNIAR, 2003). Trés
terpenos também promovorem uma melhor permeagéo da curcumina (LIU, CHANG, HUNG,
2011).

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar as vantagens
de ME para a administracdo transdérmica e dérmica de farmacos (ZHAO et al, 2006; CHEN
et al, 2006; GUPTA et al, 2005): 1) a termodinamica do farmaco na pele é aumentada devido
a sua grande quantidade de farmaco incorporado na formulacdo. 2) o aumento desta atividade
termodinamica pode favorecer a sua particdo do farmaco na pele. 3) alguns componentes da
formulacdo atuam como potenciadores de permeacdo. Além disso, o efeito de hidratacdo da
ME O/A tem influéncia na capacidade de permeacdo de formulagGes no estrato corneo
(MOHAMMED E MANOJ, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma microemulsdo de administragdo por via
topica contendo o 6leo de copaiba (Copaifera multijuga) e avaliacdo da sua atividade

antimicrobiana e anti-inflamatoria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar o Equilibrio Hidréfilo- Lipofilo (EHL) critico do 6leo de copaiba;

o Desenvolver e utilizar diagramas de fases pseudo-terndrios para obtencdo e
identificacdo das regides de ME de interesse usando o 6leo da copaiba como fase oleosa;

o Identificar o dominio de ME liquidas nas regides do diagrama pseudo-ternario
possiveis de obtengdo de sistemas opticamente transparentes;

o Caracterizar os sistemas obtidos, contemplando as analises de: pH, reologia, densidade
relativa, condutividade, indice de refracdo, calorimetria exploratoria diferencial, tamanho das
goticulas e potencial zeta, microscopia eletrénica, microscopia de luz polarizada e reologia;

o Quantificar o marcador B-cariofileno do dleo de copaiba nos sistemas ME por
cromatografia gasosa;

o Avaliar a atividade antimicrobiana dos sistemas utilizando a técnica de microdiluicéo;
o Avaliar a atividade anti-inflamatdéria em modelo animal utilizando a técnica de edema

de pata em ratos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

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

Fase aquosa: Agua deionizada.

Tensoativos: PEG-8 caprico/caprilico Glicerideo (Lote: 125494), Labrasol® - Brasquim:;
poligliceril 6-dioleato (Lote: 127425), Plurol Oleique®- Gattefossé.

4.2 METODOS
4.2.1 Obtencao do 6leo de copaiba

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

O oleo foi armazenado em frasco de vidro &mbar devidamente fechado. De acordo
com Mendonca e Onofre (2008), o 6leo de copaiba pode ser armazenado por até 2 anos sem

modificar suas propriedades, podendo transformar-se em resina se exposto ao ar e a luz.
4.2.2 Determinacdo do EHL do 6leo de copaiba

Foram preparadas 11 emulsdes 6leo em agua utilizando a técnica de inversdo de fases.
Estas formulaces foram compostas por 5% de dleo de copaiba, 93 % de agua destilada e 2%
da mistura de dois tensoativos. A mistura de tensoativos foi composta por um tensoativo
hidrofilico (Tween® 20) e um lipofilico (Spam® 80), de EHL 15 e 4,3, respectivamente. Estes
tensoativos foram escolhidos a fim de se obter uma faixa ampla de valores finais de EHL (5 a
15), variando a concentragdo dos mesmos conforme a equagédo (3) abaixo (Grifin, 1949). A

composicao de cada formulagéo esta descrita na Tabela 3.
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(Wtw X EHLtw) + (Wsp X EHLsp) (3)
(Wtw + Wsp)
Onde: Wy= Quantidade (peso) de Tween® 20 utilizado; Wsp= quantidade (peso) de Spam® 80

EHL =

utilizado; EHLw e EHLsp= valores de EHL do Tween e Spam, respectivamente. EHL= valor

final de EHL do sistema composto por Tween 20 e Spam 80.

Tabela 3- Composicdo das emulsdes para determinacdo do EHL do dleo de copaiba (C. multijuga)

Emulséo Tween® 20 Spam® 80 Oleo de Agua EHL da

copaiba deionizada mistura
1 0,039 0,379 19 18,6ml 5
2 0,069 0,349 19 18,6ml 6
3 0,099 0,319 1g 18,6ml 7
4 0,12g 0,28g 1g 18,6ml 8
5 0,15¢ 0,25g 1g 18,6ml 9
6 0,18g 0,229 1g 18,6ml 10
7 0,229 0,18g 1g 18,6ml 11
8 0,259 0,15g 1g 18,6ml 12
9 0,28g 0,129 1g 18,6ml 13
10 0,31g 0,09g 1g 18,6ml 14
11 0,349 0,069 19 18,6ml 15

(FONTE: dados da pesquisa)

As fases aquosa e oleosa foram aquecidas separadamente a uma temperatura de 70°C.
A fase aquosa consistiu da agua e do Tween® 20 e a fase oleosa do 6leo de copaiba e 0 Spam®
80, devido EHL de cada tensoativo. Aquecidas, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa e
homogeneizada em um Ultra-Turrax digital (Modelo T25%, IKA, Alemanha) com rotacéo de
13000 rpm por 10 minutos (XAVIER JUNIOR, 2011).

Ap0s o periodo de 90 dias foram observados visualmente 0s aspectos macroscopicos
(cor e estabilidade visual) das formulagdes. As emulsdes que apresentaram maior estabilidade,
ou seja, 0 menor volume de cremeado e sem separacgdo de fases, ou separacdo minima indicou
0 EHL critico do 6leo de copaiba.

Calculado o EHLc do 6leo de copaiba, foram selecionados os tensoativos e calculado
0 EHL requerido (tensoativo/ cotensoativo) para este 6leo, a fim de se obter a formacdo de
sistemas microemulsionados. Para o célculo do EHL do sistema foi utilizado a equacéo de

Griffin (Equacgéo 3).
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4.2.3 Construcao dos diagramas de fases pseudoternarios (DFPT)

Os DFPT, desta pesquisa, foram obtidos por inspecdo visual das misturas dos
componentes Labrasol® (T) com Plurol Oleique® (CO) nas proporcdes 4:1 e 2:1 e, a esta
mistura de T/CO, foi adicionado o éleo de copaiba nas proporg¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5,
6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. As titulagcdes foram feitas com volumes pré-definidos de dgua deionizada,
adicionando gota a gota, em temperatura ambiente. Durante a titulagdo a mistura foi
homogeneizada em um Desruptor de célula ultra-sonico/sonda de ultrassom (Modelo
DES500, Unique, Brasil), por 1 minuto, poténcia de 250W. Ap6s cada sonicacdo, a mistura
foi levada ao banho de ultrassom (Modelo USC-1800, Unique, Brasil) por 1 minuto, para uma
melhor homogeneizacdo e retirada das bolhas quando presentes, facilitando assim a
visualizacdo dos sistemas formados contra um fundo preto. Para cada titulagcdo foram feitos 3
ciclos (sonicador/banho de ultrassom). Considerando-se as propor¢des dos componentes
(T/CO; fase oleosa e fase aquosa) apos as titulacdes aquosas plotou-se 0s pontos em que se
deu a transicdo de sistema opticamente transparente ou translicido liquido ou de ME para
sistema opaco liquido ou semi-sélido (emuls&o); liquido leitoso ou ainda separagdo de fases
em cada diagrama (FORMARIZ et al., 2005, 2006, 2007; KE et al., 2005; CHEN; CHANG,
2004; DJORDJEVIC et al., 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004; CONSTANTINIDES,1997).
Para plotagem dos pontos foi utilizado o programa OriginPro8.0. Os diagramas foram feitos

em duplicatas.
4.2.4 Selecao das formulagdes

A partir das regides de ME dos dois diagramas foram selecionados pontos distintos, a
fim de abranger toda a regido (ME com diferentes propor¢6es de componentes). Para garantia
da estabilizacdo termodindmica dos sistemas, as ME foram preparadas 48 horas antes dos
testes de caracterizacdo. A preparagdo e caracterizacdo preliminar das formulagdes de ME
foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos
Farmacéuticos (LDCPF) da Universidade Estadual da Paraiba.

4.2.5 Caracterizacdo das ME

Para a analise estatistica dos ensaios de caracterizacdo foi utilizado ANOVA de uma

via, sendo considerados os valores significativos quando p<0,05.
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4.2.6 Determinacgéo do pH

O pH das formulacdes foi avaliado por meio de pHmetro digital (Modelo mPA210,
Tecnopon, Brasil), com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado previamente com
solugdes tampdo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5°C. Foram preparadas solugdes

aquosas de 1:10 e inseridas no eletrodo. A analise foi feita em triplicata.
4.2.7 Condutividade elétrica das ME

A condutividade elétrica das formulacdes ME foi determinada em condutivimetro
digital (Tecnopon, Brasil). O equipamento foi calibrado com uma solucdo de calibracdo
apresentando condutancia especifica de 1413uS cm™, & temperatura de 25+ 0,5°C. As
determinacGes dos valores de condutividade foram obtidas com introducdo do eletrodo
diretamente no interior das formulacGes acondicionadas em frasco de cintilacdo. A anélise foi

feita em triplicata.
4.2.8 indice de Refracéo (IR)

A determinacéo do indice de refracdo foi realizada no Refratdmetro Abbe (Carl Zeiss,
Brasil), conforme metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (1988). A temperatura
durante as leituras foi ajustada e mantida em 20 + 0,5°C. O equipamento foi calibrado no
inicio do experimento com agua destilada, cujo indice de refracdo é de 1,3330 a 20+ 0,5°C. O

ensaio foi realizado em triplicata.
4.2.9 Centrifugacao

Para este teste foi utilizado uma microcentrifuga de bancada (Modelo 1801, Nova
Instruments, Brasil), onde 1g de cada formulacdo foi colocada em eppendorf e submetida a
rotacdo de 7000rpm correspondente a 4382g por 30 minutos. As formulagbes foram

caracterizadas como estaveis, levemente modificadas e separacdo de fases.
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4.2.10 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC dos componentes isolados (dgua deionizada, 6leo de copaiba e 0s
tensoativos) e as formulacbes avaliadas (ME-F2 e ME-F6) foram obtidas em um mddulo
Calorimétrico Exploratério Diferencial DSC (Modelo Q20, TA — Instruments, Estados
Unidos). Foram utilizadas amostras de 2,00 + 0,05mg, acondicionadas em cadinho de
aluminio hermeticamente fechados. . Inicialmente as amostras foram submetidas a
resfriamento (25 a -50°C) a uma taxa de 5°C.min*, sendo mantidas por 3 minutos a -50°C. Em
seguida estas amostras foram aquecidas até a temperatura de 250°C, analisadas na razdo de
aquecimento de 10 °C.min%. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 20 mL min ™.

O equipamento foi calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os pontos de
fusdo do indio (PF= 156,6°C) e zinco metélico (PF= 419,5°C) com pureza de 99,99°C. A
calibracdo para energia foi feita com base na entalpia de fusdo do indio metalico (AHpyszo =
28,54 Jg™).

As curvas DSC foram analisadas pelo programa TA Instruments Universal Analysis
2000, versédo 4.7A, da TA Instruments, a fim de caracterizar as transi¢cdes de fase, etapas de
decomposicéo e perda de massa das mesmas.

Este ensaio foi realizado no Laboratério de Andlise Térmica da unidade do
Laboratério de Certificacio e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste -—
CERTBIO/UEPB.

4.2.11 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Durante a preparacdo da amostra, uma goticula da ME foi colocada sobre uma grade
de carbono coberta com filme de holey carbon. Posteriormente, foi aplicada uma solucéo
aquosa do corante (&cido fosfotungstico/ PTA 2%) e deixou-se secar a amostra. Por fim, foi
examinada em microscopio eletrénico de transmissdo (Modelo Morgani 268, FEI, Estados
Unidos). Esta andlise foi realizada no CETENE (Centro de Tecnologia Estratégicas do
Nordeste).
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4.2.12 Microscopia de luz polarizada

A isotropia das formulactes foram verificadas por microscopia de luz polarizada
utilizando microscopio (Modelo Leitz DM RXE, Leica, Alemanha), acoplado com camera 2
Mega Pixel modelo Moticam 2000 e Software analisador de imagem Motic Images Advanced
3.2. Esta andlise foi realizada no Laboratério Multiusuario de Imagens da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas UNESP.

4.2.13 Reologia

As propriedades reoldgicas das formulacdes foram analisadas utilizando-se ensaios de
escoamento e oscilacdo. As analises foram realizadas utilizando-se o redmetro (Modelo
Physica MCR301, Anton Paar, Austria) com a geometria de cilindros concéntricos. As
leituras foram feitas no intervalo de 0 a 100 s™ para a curva ascendente e de 100 a 0 s™ para
curva descendente. Durante 0 ensaio a temperatura foi mantida constante em 25 °C. Com
auxilio do software Rheoplus/32 versdo 3.40 (Anton Paar, Austria) foram plotadas curvas de
escoamento relacionando a tensdo de cisalhamento ou a viscosidade com a taxa de
cisalhamento para descrever as caracteristicas de fluxo das formulacGes. A viscosidade dos

sistemas foi calculada através do coeficiente angular da curva.

4.2.14 Tamanho de goticulas por espalhamento de luz dinamico (DLS) e indice de

polidispersao

O tamanho das goticulas de ME foi determinada em um equipamento Zetaplus
(Brookhaven Instruments, EUA). Todas as medidas foram realizadas em triplicata a
temperatura constante de 25 °C com feixe de luz de comprimento de onda de 659,0nm, com
angulo de incidéncia de 90°C. Para cada amostra foram feitas 5 leituras de 1 minuto cada. A
andlise foi feita com a ME bruta (sem diluir) e com sucessivas diluicbes com agua destilada
(1:10, 1:50, 1:100 e 1:500).

4.2.15 Potencial zeta

O potencial zeta das formulacbes foi obtido utilizando o equipamento Zetaplus

(Brookhaven Instruments, EUA). A anélise foi feita com a ME bruta (sem diluir) e com
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sucessivas diluicdes com agua destilada (1:10, 1:50, 1:100 e 1:500). A técnica foi realizada no

laboratorio.

4.2.16 Doseamento do marcador B-cariofileno no 6leo de copaiba puro e incorporado na
ME

Preparo da amostra

Para se obter a fracdo volatil do dleo de copaiba foi realizado a técnica de arraste a
vapor, utilizando um aparato tipo Clevenger (Figura 6). Onde o vapor de agua passa pelo
baldo que contem a amostra a ser destilada (6leo de copaiba puro ou ME) através de uma
canula de vidro. Neste baldo, encontra-se a amostra e a agua condensada, na fase liquida, e, na
fase de vapor. O vapor ap6s passar no condensador, ira se condensar para um liquido de duas
fases imisciveis: a fase aquosa proveniente da agua em ebulicdo e a fase organica (fracdo
volatil) do 6leo. Ao final do experimento (cerca de duas horas) a fonte de energia térmica €
desligada, espera-se 15 minutos para resfriamento do aparelho e lava-se o condensador com
2mL de diclorometano, a mistura é levada a funil de separacéo e a fase orgénica é coletada em
eppendorf contendo sulfato de sodio anidro.
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Figura 6- Técnica de hidrodestilacdo por arraste a vapor.

LEGENDA: A- Representacao esquematica do aparelho de destilagcdo
por arraste a vapor; B- Aparelho utilizado para realizacéo dos
experimentos

(FONTE: Dados da pesquisa)

Preparo da solucéo padréo
Para solucdo de referéncia foram pesados cerca de 10mg de trans (-)-cariofileno
(Sigma®). e solubilizados em 1mL de diclorometano.

Condigdes cromatograficas

Para a andlise cromatografica foram injetadas 1pL em triplicata de solugdo padrdo ou
da fracdo volatil no cromatografo gasoso. Foi utilizado cromatografo Shimadzu, modelo GC-
178, equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC). Foi utilizada uma coluna capilar de
30m de comprimento e 0,25mm de didmetro interno, com revestimento interno de 0,25 um
composto por (5%fenil)-metilpolisiloxano (DB-5); A temperatura do injetor e do detector
foram mantidas em 250°C e 260°C respectivamente; Hélio foi utilizado como géas de arraste a
uma vazdo de 2,0 mL.min™, o volume de injecéo foi de 0,5 pL e razdo de Split de 50; a

programacdo da temperatura do forno foi de um gradiente com temperatura inicial de 120°C
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durante 5 minutos, com taxa de aumento de 2°C/min até 160°C seguidos por taxa de aumento
de 20°C/min até 240°C e mantidos por 5min. Os cromatogramas foram registrados e as areas
dos picos integrados. Utilizando a técnica de normalizacdo interna a concentracdo da fracédo
volatil e do B-cariofileno foram determinados pelo equipamento. Esta anélise foi feita no
NUDEF (Nucleo de Desenvolvimento Analitico e Tecnoldgico de Produtos Naturais).

4.2.17 Avaliacao da atividade antibacteriana e determinacao da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM)

Cepas utilizadas

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram selecionadas 3 cepas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeroginosa (ATCC 27853). Os microrganismos foram obtidos do Laboratério de

Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos (Universidade Estadual da Paraiba — UEPB).

Cultivo dos microrganismos
As cepas de bactérias foram previamente semeadas em Agar Muller Hinton e
incubadas por um periodo de 24 horas antes da realizacdo dos testes de atividade

antimicrobiana.

Obtencéo dos indculos

Inicialmente foram selecionadas 5 coldnias com didmetro préximo a 1 mm da cultura
de 24 horas para cepas de bactérias. As col6nias foram suspensas em 5mL de solucéo salina
estéril 0,145mol/L (8,5 g.L™* NaCl; Salina a 0,85%).

A suspensdo resultante foi colocada em agitador tipo vortex durante 15 segundos e a
densidade celular ajustada em espectofotometro (Modelo 35D, Biosistem, Brasil),
acrescentando-se solucdo salina para obter a transmitancia de 85%, equivalente de uma
solugéo da escala de McFarlad 0,5, em comprimento de onda de 530nm, fornecendo uma
suspensdo-padréo de 1 x 10°a 5 x 10° células por mL. A suspensdo é padronizada fazendo-se
uma diluicdo de 1:100 seguida de uma diluicdo de 1:20 da suspensdo-padrdo, resultando em

uma concentracéo de 10°® UFC/mL.
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Teste de microdiluicdo

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada de acordo
com os documentos M27A2 e M27S3 do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI),
com adaptacdes.

Inicialmente foi realizada a reativacdo das cepas, onde foram adicionados 100uL de
Caldo Muller Hinton no orificio das placas de microdiluicdo com 96 pocos dispostos em 12
colunas e 8 linhas. Em cada placa foi feita a andlise de um microrganismo. A primeira coluna
das placas foi destinada a anélise da formulagdo ME-F2, a segunda coluna foi destinada a
formulacdo ME-F6, a terceira coluna ao 6leo in natura, a quarta coluna apenas 0s tensoativos
que compunham as ME para verificar se estes apresentaram atividade antimicrobiana. Desse
modo, foi adicionado 100uL das formula¢bes ME-F2 e ME-F6 e do éleo na primeira linha da
placa de microdiluicdo. E em seguida, foi feita a diluicdo seriada partindo-se da primeira linha
(concentracdo inicial/100%) sendo retirado 100uL do poco anterior para o posterior, até
completar a ultima linha, sendo descartado os 100uL da ultima linha (diluicbes 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%) (Figura 7). Para analise do 6leo de copaiba puro foi
utilizado um tensoativo (Tween 80®) em concentragdo de 10% em solucdo com 6leo
(TAKARADA et al., 2004; COX et al., 2000). A andlise foi realizada em duplicata.

Figura 7- Representacdo esquematica da microplaca
utilizada para os testes de microdiluicéo.
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(FONTE: Dados da pesquisa)

Incubacao
As microplacas foram incubadas por um periodo de 24 horas em estufa a 37°C e ao
final deste tempo foi adicionado o corante resazurina, e incubadas por mais 2 horas para

visualizagdo dos resultados. O corante é azul e na presenca de bactérias apresenta-se com a
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coloragdo rosada, logo se houver atividade das substancias testadas o poco permanece azul.
CIM foi definida como a concentracdo mais baixa de 6leo na ME que inibiu o crescimento

visivel, tal como indicado pela coloracdo.

4.2.18 Avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

Cepas utilizadas

Para a avaliacdo da atividade antifungica foram selecionadas 4 cepas Candida
albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 34135), Candida parapsilosis (ATCC
22019) e Critptococcus neoformans (proveniente do Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba/UFPB- Cepa LM10). Os microrganismos foram obtidos do
Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos (Universidade Estadual da
Paraiba — UEPB).

Cultivo dos microrganismos
As cepas de fungos foram previamente semeadas em Agar Sabouraud e incubadas por

um periodo de 48 horas antes da realizacdo dos testes de atividade antifngica.

Preparo do inoculo

Para o preparo do inoculo foram selecionadas 5 col6nias com didmetro proximo a 1
mm da cultura de 48 horas das cepas de fungos testadas. As colénias foram suspensas em
5mL de solugdo salina estéril 0,145mol/L (8,5 g.L™* NaCl; Salina a 0,85%). A padronizagdo

da suspenséo foi feita exatamente como descrita para atividade antibacteriana.

Teste de microdiluigdo
Para realizacdo do teste de microdiluicdo utilizou-se a mesma técnica desenvolvida
para avaliar atividade antibacteriana, no entanto, foi utilizado caldo Sabouraud como meio e

um controle positivo na décima primeira coluna da placa (Fluconazol 32uL.mL™).

Incubacao
As microplacas foram incubadas por um periodo de 2 horas em estufa a 37°C e ao
final deste tempo foi adicionado o corante TCT (2,3,5, cloreto de trifenil tetrazdlio), e

incubadas por mais 2 horas para visualizacdo dos resultados. O corante € amarelo e na
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presenca de fungos apresenta-se com a coloracdo avermelhada, logo se houver atividade das

substancias testadas 0 po¢o permanece transparente.

4.2.19 Determinacdo in vivo da atividade antiedematogénica por edema de pata induzido

por carragenina em modelo animal

Obtencéo dos animais

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus, machos, com 45 dias
pesando de 158-198 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos sob
condicdes controles de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (22+2°C). O
referido estudo foi realizado ap6s a aprovacao prévia, por escrito, do Comité de Etica no uso
de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande/PB
(FCM/CESED) de nimero (01.001.2012) (Anexo I).

Avaliacgéo da atividade antiedematogénica

A avaliacdo da atividade antiedematogénica foi determinada pela técnica da inducao
do edema de pata por carragenina 1%. Os animais, ratos Wistar (Rattus norvegicus var.
albinus) machos, foram divididos em cinco grupos experimentais de 6 animais, sendo dois
grupos controles (grupo 1 e 2), onde o grupo 1 correspondeu ao controle negativo (vaselina
solida) e o grupo 2 ao controle positivo (diclofenaco dietilamnénio/emugel). Os outros grupos
(3,4 e 5) corresponderam aos grupos testes. O grupo 3 e 4 testaram ME-F2 e ME-F6,
respectivamente e o grupo 5 o dleo de copaiba in natura. Foi administrada uma 0,1mL de
solucéo de carragenina 1% em salina (via subplantar) na pata esquerda de cada animal e na
pata contralateral foi administrado o mesmo volume de solucéo salina 0,9 %. ApGs o0 tempo
de 30 minutos os animais foram tratados com 100uL de cada substancia (vaselina sélida,
emugel, 6leo de copaiba, ME-F2 e ME-F6. Nos tempos, pré-determinados (1,5; 3 e 5 horas)
apos a administracdo do agente flogistico (carragenina), foi realizado a leitura do volume das
patas dos animais com o auxilio de um paquimetro digital (Messen, Brasil) (Figura 8). O
valor do edema foi calculado pela diferenca entre o volume (mm) da pata injetada com o
agente flogistico e 0 volume da pata injetada com solugdo salina 0,9%. A estatistica utilizada
para os resultados obtidos foram determinados a partir do programa prisma 5.0 utilizando o

ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Dunnet e Tukey. Os valores foram significativos
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quando p<0,05. O referido ensaio foi realizado no Laboratério de Farmacologia da
Universidade Estadual da Paraiba.

Figura 8- Determinacdo do volume do edema induzido por carragenina em ratos Wistar

\

(FONTE: Dados da pesquisa)



Resultados e Discussao




51

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO EHL CRITICO (EHLC) DO OLEO DE COPAIBA

A fim de determinar o EHLc de um 6leo, emulsdes sdo produzidas com diferentes
proporcOes de mistura de tensoativos representando diferentes EHLS, e sdo investigadas em
relacdo a sua estabilidade (SHISHU, RAJAN, KAMALPREET, 2009).

Para a determinacdo do EHLc do 6leo de copaiba foram preparadas 11 emulsdes de
valores de EHLs entre 5 a 15, associando os tensoativos Tween® 20 e Spam® 80 (Tabela 3).
Dentre estas, apenas as emulsdes 7 e 8 de valores de EHL 11 e 12, respectivamente
permaneceram estaveis até o periodo de 90 dias. As demais ocorreram cremeacdo ou
completa separagdo de fases. Desta forma, considerou-se o EHL critico do 6leo de copaiba
entre 11 e 12. Observa-se uma discrepancia com o valor de EHL (15) do 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorffii) determinado por Xavier Janior (2011). Supde-se que a espécie possa
influenciar no valor de EHL de cada éleo do género Copaifera, talvez pela variacdo na
composi¢do quimica destes Oleos. De acordo com Monte e colaboradores (2009), as
concentracOes e a natureza das espécies de sesquiterpenos e diterpenos podem variar entre as
especies, porém estdo sempre presentes nos 6leos de copaiba. Em outro estudo foi analisado
cromatogramas de amostras de 6leos de diferentes espécies do género Copaifera, verificando

variagOes nas fracoes diterpénicas e sesquiterpénicas (VEIGA JUNIOR et al., 2007).

5.2 ESCOLHA DOS TENSOATIVOS E DETERMINACAO DO EHL DO SISTEMA

As ME tém a capacidade de fornecer quantidades maiores de &gua e agentes aplicados
na pele do que a &gua isoladamente ou outros veiculos tradicionais, tais como logdes ou
cremes porque elas agem melhorando a solubilizacdo de farmacos pouco solaveis
(GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR, MALLYA, 2010), atuando como agentes promissores
tanto para acdo topica (SHALURI et al., 2011; PATEL et al., 2011; DABHI et al., 2011),
como transdermica (BURKE et al., 2011; FANUN, 2009, 2010, 2011).

Os tensoativos ndo-ibnicos mostram vantagens particulares devido a baixa toxicidade
as membranas celulares, baixa irritabilidade, elevada estabilidade quimica e por promoverem
uma grande permeabilidade do farmaco pela pele, por isso sdo preferiveis para
desenvolvimento de formulacbes de aplicacdo topica (GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR,
MALLYA, 2010; TENJARLA, 1999). Possuem também maior grau de compatibilidade com
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diversas substancias, quando comparados aos tensoativos catiénicos e anidnicos e s&é0 menos
sensiveis as alteracdes de pH ou a adicéo de eletrdlitos (BILLANY, 2005). Desta forma, para
o desenvolvimento das ME em estudo, foi utilizado o tensoativo Labrasol®, de caréter
hidrofilico (HLB 14), e Plurol oleique®, lipofilico (HLB 6), que designamos como
cotensoativo. A literatura mostra que a adicdo de um cotensoativo diminui 0 tamanho das
goticulas e amplia as regiées de ME nos DFPT (MAGHRABY, 2008; MA, WU, 2012), por
reduzir de forma significativa a tensdo interfacial do sistema (DAMASCENO et al., 2011,
TROTTA,; PATTARINO; IGNONI, 2002).

Os sistemas mais comumente encontrados utilizam como cotensoativos alcodis de
cadeia curta, como butanol, pentanol e hexanol, os quais apresentam certa toxicidade e
tornam-se inadequados para uso farmacéutico (SUBRAMANIAN et al., 2004). O Labrasol®
tem demonstrado capacidade de formar ME com alguns cotensoativos n&o-alcoolicos,
diminuindo o risco de reacdes toxicoldgicas e aumentando a relevancia farmacéutica das ME
(SINTOV; SHAPIRO, 2004).

A fase oleosa foi composta pelo éleo de copaiba in natura, previamente submetido a
um processo de purificagdo. Segundo Cunha Junior et al. (2003), o grau de pureza de 6leos de
origem vegetal deve ser elevado, no sentido de prevenir a ocorréncia de irritacdo que pode ser
provocada pelos constituintes presentes em 6leos com baixa pureza.

Oleos de origem vegetal ou semi-sintética, constituidos principalmente de
triglicerideos de cadeia média (TCM) e longa (TCL), tém sido extensivamente empregados,
principalmente por estarem em conformidade com os principios da quimica verde, pelo fato
de serem obtidos por fontes renovaveis (FASOLIN, SANTANA, CUNHA, 2012;
MENDONCA et al., 2009; ZIELINSKA et al., 2008). O éleo de copaiba sdo considerados
TCM sendo cerca de 100 vezes mais misciveis em dgua do que os analogos de cadeia longa e
sdo assim capazes de dissolver elevadas concentracbes de farmacos das classes
biofarmacéuticas Il e 1V, ou seja, lipossoluveis (FRONZA, CAMPOS, TEIXEIRA, 2004).

Um outro pardmetro que levou-se em consideracdo para escolha destes tensoativos foi
0 EHL do sistema (T/CO), pois de acordo com Schmidts e colaboradores (2010), as ME s&o
melhores formuladas quando o valor de EHL critico do 0leo estd proximo ao EHL da mistura
de T/CO.

Apos a determinacdo do EHL do 6leo de copaiba (11-12), foi determinado o EHL
requerido para mistura de tensoativos (Labrasol®/ HLB 14 e Plurol oleique® HLB 6) mais
préximo, a fim de se obter o maximo de equilibrio do sistema, levando a formacdo de amplas
regibes de ME no DFPT. Para o DFPT 2:1 e 4:1 (propor¢do T/CO) obteve-se valores de EHL
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de 11,33 e 12,4, respectivamente. Desta forma, estes foram os diagramas selecionados para a

pesquisa.

5.3 DIAGRAMAS DE FASES PSEUDOTERNARIOS (DFPT)

A construcdo de DFPT pode requerer um gasto dispendioso de tempo, principalmente
guando um dos objetivos é delinear com precisdo os limites de cada fase. Além disso, a
sonicagdo pode ser utilizada para se alcangar rapidamente o equilibrio, principalmente quando
sdo usados tensoativos ndo-ibnicos (WARISNOICHAROEN et al., 2000). Este método é
considerado rapido e eficiente para o desenvolvimento de ME com goticulas de pequeno
didametro e baixa polidispersidade (LIN, CHEN, 2008). A sonda de ultrassom (sonicador)
produz ondas de comprimento de onda na ordem de 10 nm, que causam a ruptura das gotas da
emulsdo por cavitagdo. Cavitagdo consiste na formacdo e no colapso de milhGes de bolhas
minusculas dentro de um liquido. Ela é produzida pela alternancia de ondas sonoras de
pressdes altas e baixas geradas pelo ultrassom. Estas ondas sonoras de alta frequéncia séo
produzidas por um gerador de ultrassom e, convertidas por um transdutor em ondas
mecanicas no interior do liquido. Durante a fase de baixa pressdo, as bolhas crescem, em
tamanho microscopico, até que atinjam a fase de pressao alta, na qual elas sdo comprimidas e
implodem (HIELSCHER, 2005).

Os DFPT podem ser obtidos a partir de dados de titulagdo ou pela preparacdo de
amplo ndmero de amostras com diferentes propor¢des dos componentes. A vantagem do
primeiro método é que este pode ser usado para estudar amplo numero de amostras de
diferentes composicdes de maneira rapida (LAWRENCE, REES, 2000; BHARGAVA et al.,
1987). Normalmente, as ME podem ser diferenciadas visualmente dos outros sistemas, uma
vez que os demais sistemas apresentam como emulsdes liquidas opacas, emulsdes géis
opacas, representadas por sistemas de viscosidade elevada, ou com separacao de fases. Ja as
ME liquidas sdo caracterizados como sistemas translicidos ou opticamente transparentes
(DJORDJEVIC et al., 2004; FORMARIZ, 2004).

A técnica empregada para a determinacdo dos DFPT destes sistemas mostrou-se
bastante simples e reprodutivel. Apds as titulacGes, foi possivel definir as varias regides do
diagrama, como separacdo de fases (SF), emulsdo liquida branca leitosa (ELBL), emulséo
liquida opaca (ELO), emulsdo semi-sélida leitosa (ESL) e regides opticamente transparentes
que foram classificadas visualmente como microemulsées (ME), como representada nas

Figuras 9 e 10. Observa-se uma faixa do lado esquerdo de cada diagrama de uma regido de
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ME, para as proporcdes 4:1 e 2:1 de tensoativo/co-tensoativo. Como esta regido existe um
predominio de fase aquosa e uma concentracdo relativa de tensoativos, esta faixa é
representativa de ME do tipo O/A, com volume de fase interna pequeno (OLIVEIRA et al.,
2004).

Figura 9- Diagrama de fases pseudoterndrio na proporcao 4:1 (Tensoativo/cotensoativo).

Diagrama 4:1 |

0,00

7

- - - , . >
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo de Copaiba

LEGENDA: ME- microemulsdo; ELL- emulsdo liquida leitosa; ELO- emulsdo
liquida opaca; ESL- emulsdo semi-solida leitosa; SF- separacdo de fases.
(FONTE: Dados da pesquisa)
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Figura 10- Diagrama de fases pseudoternario na proporcao 2:1 (tensoativo/cotensoativo).

]_ Diagrama 2:1 [

’ " . . > 0,00
0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo de Copaiba

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

5.4 SELECAO DAS FORMULACOES

Das regibes de ME dos dois diagramas desenvolvidos, foram selecionadas sete
formulacOes para os estudos de caracterizagédo, variando as propor¢des dos componentes. A
composicao de cada formulacao estéd descrita na Tabela 4. Todas as formulagdes mantiveram-
se liquidas, de coloracdo amarelada, limpidas e transparentes apds o periodo de 48 horas antes

da realizacdo das analises (Figura 11).

Tabela 4- Composicao centesimal das formulacgdes utilizadas para os estudos de caracterizagéo.
Componente Diagrama 4:1 (%) Diagrama 2:1 (%)

ME-F1 ME-F2 ME-F3 | ME-F4 ME-F5 ME-F6 ME-F7
Plurol Oleique® | 9,76%  8,46%  7,18% | 23,06% 20,70% 18,30% 15,86%

Labrasol® 39,04% 33,84% 28,70% | 46,13% 41,40% 36,60% 31,73%

Oleo de Copaiba | 12,20% 10,60% 9,0% | 7,70% 6,90% 6,10% 5,30%

Agua 39,0% 47,10% 55,20% | 23,10% 31,0% 39,0% 47,10%
(FONTE: Dados da pesquisa)
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Figura 11- Formulag¢Ges de ME utilizadas para os estudos de caracterizacdo.

(FONTE: Dados da pesquisa).

5.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS ME

A caracterizacdo da estrutura formada em sistemas dispersos, como as ME, é muitas
vezes dificil. Com a necessidade da diluicdo prévia da amostra, podem ocorrer reorganizacoes
moleculares ou transicdes de fase, constituindo-se uma limitacdo para a caracterizagcdo do
sistema (LAWRENCE, 2000). Portanto, torna-se necesséria a combinacdo de varias técnicas
para obter-se uma caracterizagao mais precisa (BRUXEL et al., 2012).

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos da caracterizagdo dos sete sistemas
desenvolvidos. Inicialmente todas as formulacdes foram centrifugadas até a rotacdo de
4382.56g. O teste de centrifugacdo produz estresse na amostra simulando um aumento na
forca de gravidade, atuando sobre a amostra, aumentando a mobilidade das goticulas no seu
interior, deixando visivel possiveis instabilidades. Todas as formulacBes avaliadas
mantiveram-se estaveis, sem separacdo de fases.

A acidez das formulacGes poderia gerar uma preocupacdo em relacdo a manutencao do
equilibrio hidro-lipidico da superficie cutanea, convencionalmente designada de manto acido
cutaneo (ZLOTOGORSKI, 1987). A pele apresenta pH levemente acido (4,6-5,8) que
contribui para que ocorra protecdo bactericida e fungicida em sua superficie, contudo,
frequentemente sofre alteracdo em consequéncia da utilizacdo de produtos topicos
inadequados, expondo-a a uma série de agentes agressores, em especial micro-organismos
(LEONARDI et al., 2002). Desta forma, as formulacgdes testadas por se encontrarem na faixa
do pH cuténeo, sdo consideradas aceitaveis, por evitar assim o risco de contaminacdo e

irritacdo topica (JAIN et al., 2010). Estes valores de pH verificados também encontram-se
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dentro da faixa de maior estabilidade fisica e quimica para formulacbes (pH 5,5 a 8,0)
(FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004).

A condutividade elétrica é um parametro indicativo da estrutura do sistema, sendo
considerados sistemas do tipo A/O com valores de condutividade reduzidos, e O/A de valores
maiores, diretamente relacionado a fase externa do sistema (BUMAJDAD; EASTOE, 2004).
Os valores obtidos de condutividade das formulacGes em estudo sugerem que se trata de
sistemas do tipo O/A, por sua predominancia da fase aquosa (MORAIS, 2006).

O aumento da quantidade de fase aquosa nas formulagdes tem influéncia também no
valor do indice de refracdo (IR). O aumento desta fase promove a reducdo do IR, como
também a diminuicdo da proporcao de fase oleosa, devido o IR do éleo de copaiba ser mais
alto (1,498) que o da agua que é de 1,3330. Desta forma, a diferenca nas propor¢des destes
componentes pode influenciar diretamente neste parametro. No entanto, valores proximos de

IR foram observados nas duas formulacdes (Tabela 5).

Tabela 5- Estudos de caracterizagdo preliminar (pH, condutividade elétrica, indice de refragdo e centrifugacéo)
das formulac6es em estudo.

Parametro ME-F1 ME-F2 ME-F3 ME-F4 ME-F5 ME-F6 ME-F7
Aspecto Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido
macroscopico
pH 5,02+ 0,01 5,25+ 0,03 5,29+ 0,01 5,55+ 0,04 5,69+ 0,02 5,74 £ 0,01 5,77+ 0,02

Condutividade | 109,75+ 1,03 120,90+0,80 127,1+1,10 69,07+0,80 72,88+ 090  79,47+126 92,05+ 1,04
(S em™)

indice de 1,426+ 0,002 1,412+0,002 1,447+0,003 1,437+£0,002 1,433+0,001 1,426+0,001 1,432+ 0,002
refragédo

Centrifugacgéo Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel

(FONTE: Dados da pesquisa)

Como o0s proximos testes de caracterizagdo foram realizados em laboratorios
parceiros, tornou-se necessario uma reducdo na quantidade de amostras. Desta forma, foi
selecionada uma formulacdo de cada diagrama para os estudos posteriores. Como nas analises
anteriores ndo houve nenhuma formulacdo fora dos parametros analisados, ndo apresentando
diferenca estatisticamente significante entre as formulagdes (p>0,05), selecionou-se as duas
formulacdes levando em consideracdo os critérios de melhores proporgdes de componentes,
principalmente as formulacdes que continham menor concentracdo de tensoativos e que
apresentaram melhor estabilidade no periodo de 3 meses. No caso do diagrama 4:1 a ME-F3

que apresentava menor propor¢do de tensoativos tornou-se levemente turva apds este periodo,
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sendo selecionada a ME-F2, que manteve-se suas caracteristicas. No diagrama 2:1 situagéo
semelhante foi observada, selecionando-se a ME-F6 para estudos de caracterizacdo seguintes.
As duas formulacBes selecionadas continham 10,6% e 6,1% de o6leo de copaiba,
respectivamente.

A DSC é uma ferramenta analitica que pode ser utilizada na determinacdo indireta da
estrutura de sistemas microemulsionados. Garti et al. (1996) utilizaram pela primeira vez a
DSC em baixas temperaturas para investigar o comportamento da agua em ME néo- idnicas.
Levando em consideragdo os termogramas isolados dos componentes &gua, 6leo e tensoativos,
bem como os termogramas das formulagdes pode-se correlacionar os picos apresentados com
as formas de estruturacdo dos sistemas. As Figuras 12, 13 e 14 representam o0s termogramas
obtidos durante a analise de DSC dos componentes isolados.

O termograma do Labrasol® (Figura 11-A) verificou-se pico exotérmico na
temperatura de -20,7°C e dois picos endotérmicos nas temperaturas de -12,1°C e 142,3°C.
Quanto ao Plurol oleique® (Figura 11-B), foram observados um pico exotérmico de -34,1°C e
endotérmicos de -24,8°C e 138°C.

Figura 12- Termograma (DSC) Tensoativos Labrasol® (A) e Plurol oleique® (B).

Temperature (*C) Temperature ("C)

(FONTE: Dados da pesquisa)

O termograma do 6leo de copaiba puro apresentou picos endotérmicos e exotérmicos a
temperaturas superiores a 100°C. Segundo Veiga Janior e Pinto (2001), o 6leo de copaiba
apresenta pontos de fusdo e solidificacdo acima desta temperatura e ponto de ebulicdo acima
de 200°C, principalmente devido a alta concentragcdo do componente cariofileno nestes 6leos

0 qual apresenta ponto de ebulicdo de (258- 261°C) (Figura 13).
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Figura 13 — Termograma (DSC) do éleo de copaiba
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(FONTE: Dados da pesquisa)

Na analise da &gua (Figura 16) foram evidenciados um pico exotérmico na
temperatura de -9,21°C, entalpia (AH= 360,0J/g) e um pico endotérmico a 5,82°C (AH=
424,0J/g). Estes picos estdo relacionados respectivamente aos processos de solidificacdo e

fusdo da agua analisada (Figura 14).

Figura 14 — Termograma (DSC) da &gua deionizada.
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(FONTE: Dados da pesquisa)

A Figura 15 mostra os termogramas das formulacdes em estudo (ME-F2 e ME-F6),
respectivamente. Pode-se observar eventos endotérmicos em ambas as formulagGes que
podem estar relacionados a fusdo da agua livre (pico 1: -4,04°C e -6,26°C), onde esta possui
propriedades fisico-quimicas semelhantes as da agua pura. Também se verifica picos
exotérmicos nas temperaturas de (pico 2: -33,10°C e -38,00°C), representando os picos de
solidificacdo. Dependendo da posigdo do pico de solidificagdo na curva de resfriamento do
DSC o estado fisico dos sistemas pode ser sugerido (HEUSCHKEL, WOHLRAB,
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NEUBERT, 2009). Estes picos (2) estdo relacionados a agua interfacial do sistema
correspondente a agua que interage com tensoativos. Devido a essa interacdo, ocorre
alteracdes nas propriedades termodindmicas da agua, como ponto de solidificacdo, ponto de
fusdo, entalpia e capacidade calorifica da &gua (JUNYAPRASERT et al., 2007; GARTI et al.,
2000). Assim, pode-se visualizar no termograma de DSC o pico de solidificagdo a uma
temperatura mais baixa em comparacdo com o pico da agua na forma livre (PODLOGAR et
al., 2005). Desta forma, estes picos estdo diretamente relacionados ao diferente grau de
interacdo e miscibilidade entre as moléculas dos tensoativos e da agua, 0 que pode ser
confirmado também comparando com os picos de solidificacdo do Labrasol® (-20,7°C) e
Plurol oleique® (-34,1°C) que se encontram proximos & temperatura de congelamento das ME
(agua interfacial) (HEUSCHKEL, WOHLRAB, NEUBERT, 2009).
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Figura 15 — Termograma (DSC) das formulacfes em estudo ME-F2 (A) e

ME-F6 (B).
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(FONTE: Dados da pesquisa)

Estes valores distintos dos picos de congelamento das duas formulacdes estéo
relacionados as diferentes proporcbes de tensoativos nestes sistemas. Desta forma, a
formulacdo ME-F6 por apresentar maior propor¢do apresentou maior quantidade de agua
interfacial, consequentemente deslocou o pico de congelamento para temperaturas ainda
menores. A presenca de outros picos endotérmicos em faixas proximas a 100°C podem estar
associados a intera¢do do T/CO visto que ambos apresentaram um pico endotérmico proximo
a essa temperatura quando analisados isoladamente e a ebuli¢do da agua.

A andlise DSC de ME pode resultar em trés comportamentos especificos: formulagdes
do tipo &gua em Gleo (A/O) apresentam apenas 0s picos relativos ao comportamento da fase
oleosa; formulacGes do tipo 6leo em agua (O/A), por sua vez, apresentam apenas 0S picos
relativos aos processos térmicos da agua e microemulsGes bicontinuas apresentam picos
separados e distintos relacionados as fases aquosa e oleosa (ZHANG, MICHNIAK-KOHN,

2011). Como nao foi observado no termograma picos relacionados ao 6leo de copaiba sugere-
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se que este possa estar presente na fase interna de goticulas em meio aquoso, 0 que é
indicativo de ME do tipo O/A. No entanto, outras técnicas foram necessarias para
caracterizacdo da estrutura destes sistemas.

Em ato continuo, na tentativa de definir a estrutura das ME selecionadas foram
realizadas os ensaios de microscopia eletrdnica de transmissao (MET) das ME. Este ensaio é
normalmente empregado para a analise de sistemas coloidais, ja que pode visualizar estruturas
coexistentes e transi¢cbes microestruturais (BALI et al., 2010; SILVA et al., 2009), podendo
assim ser considerada uma analise preliminar do sistema coloidal (KLANG et al., 2012). Esta
técnica consiste em preparar uma fina pelicula da amostra, de modo que um feixe de elétrons
possa atravessar a mesma. O contraste da imagem € obtido pelas interacdes dos elétrons com
0 material, ou seja, o espalhamento de elétrons . Técnicas de coloracdo sdo freqlientemente
empregados para melhor visualizagdo de sistemas coloidais com MET, uma vez que sdo
faceis, rapidas e universalmente aplicavel (KUNTSCHE et al., 2011;. MASSOVER, 2008).
Os corantes utilizados devem ser benignos para as amostras, formar uma fina camada vitrea
apos a secagem e 0s elétrons devem resistir aos danos da radiacdo de forma satisfatoria
(MASSOVER, 2008). No entanto, pode acontecer que determinados componentes da
formulacdo ndo sofra interacdo com o corante utilizado, dificultando a visualizagcdo da
estrutura (HAYAT, 2000). Para analise de ME, os corantes acetato de uranila (ARAUJO et
al., 2011;HATANAKA et al., 2010;. SCHALBART et al., 2010) e acido fosfotungstico (PTA)
(PATHAN, SETTI, 2011; LIU, YU, 2010;GANTA, AMUJI, 2009) sdo mais frequentemente
empregados. Para avaliacdo das formulagdes em estudo foi utilizado o PTA 2%.

Assim como acontece com todas as técnicas baseadas em Microscopia eletronica, pode
ocorrer a formacao de artefatos, devido ao processo de secagem, ocorrendo desidratagéo do
sistema (ver metodologia) (ACHARYA, HARTLEY, 2012). Esse processo de secagem pode
promover outras mudancas significativas no sistema, como agregacédo de goticulas tornando-
as maiores. De acordo com Friedrich et al (2010), deve-se ter um grande cuidado durante a
interpretacdo das imagens obtidas por MET.

A figura 16 mostra as fotomicrografias do MET dos dois sistemas avaliados. Observa-
se a presenca de goticulas esféricas de tamanhos uniformes, bem distribuidas no campo, sendo
caracterizadas por goticulas oleosas circundadas por uma interface de tensoativos dispersas
em um meio aquoso. A uniformidade do tamanho e na distribuicdo das goticulas estd
diretamente relacionada a estabilidade das formulagdes, visto que impede a agregacéo destas,

evitando a formacdo de goticulas maiores, consequentemente a instabilidade do sistema
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(COELHO, 2005). Como foram observadas goticulas de 6leo de tamanhos inferiores a 200nm

dispersas em agua, pode-se inferir que se trata de sistemas microemulsionados.

Figura 16- Fotomicrografia das formulacbes ME-F2 e ME-F6, respectivamente (MET).
Barra de escala: 200 nm.
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(FONTE: Dados da pesquisa)

Outra maneira de classificar os sistemas é através da determinacdo da isotropia optica
utilizando a técnica de microscopia de luz polarizada. Sob um plano de luz polarizada a
amostra € considerada anisotropica se for capaz de desviar o plano da luz incidente e
isotropica se ndo desviar a luz (HYDE, 2001). Materiais isotropicos e anisotropicos podem
ser distinguidos através desta técnica.

As propriedades Opticas dos materiais anisotrépicos podem ser usadas para revelar
informacdes sobre a estrutura e composi¢do dos materiais. Assim, 0s materiais isotropicos
devem ter apenas um indice de refragc@o e ndo restringir a dire¢do da vibracao de luz que passa
através deles e exibam a mesma propriedade dptica em todas as dire¢bes. Por outro lado,
materiais anisotropicos devem ter propriedades dpticas que se alteram com a orientacéo da luz
incidente, apresentando indices de refragdo dependendo da direcdo de propagacdo da luz
através da substancia e a orientacdo do plano de vibracdo (FORMARIZ et al., 2007).
Mesofases lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, enquanto as cubicas e as ME sdo
isotropicas (FORMARIZ et al., 2005; HYDE, 2001).

A Figura 17 mostra as fotomicrografias das formulagdes avaliadas. Pode-se observar
que todas as amostras apresentaram-se cOmo campos escuros, caracterizando a auséncia de
sistemas estruturados, como fase lamelar ou hexagonal, confirmando assim a isotropia dos

sistemas (ME ou fases cubicas).
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Figura 17- Fotomicrografias das formulagbes ME-F2 e ME-F6 (Microscopia de luz
polarizada).

(FONTE: Dados da pesquisa)

No entanto, a possibilidade de se tratar de um sistema de fase cubico foi descartado,
pois além dos resultados do MET, onde foi observado goticulas esféricas, mas principalmente
pelos dados da reologia. Ambos os sistemas apresentaram uma viscosidade constante em
funcdo da taxa de cisalhamento (Figura 18), com comportamento de fluxo (n=1). Assim,
todos os fluidos que seguem esse comportamento sdo denominados fluidos Newtonianos
tempo- independente (DAMASCENO et al., 2011; FLORENCE et al., 2003). A figura da taxa
de cisalhamento versus tensdo de cisalhamento comporta-se como uma reta, onde ambas
(ascendente e descendente) se sobrepde (Figura 19). As ME usualmente comportam-se como
fluidos Newtonianos, sendo adequada a aplicacdo topica, visto sua baixa influéncia a
mudangas de temperatura e pressdo, refletindo bom espalhamento durante a aplicacédo e
formacéo de filme uniforme na pele (MARGULIS- GOSHEN et al., 2010; SINTOV, LEVY,
BOTNER, 2010; HEUSCHKEL, WOHLRAB, NEUBERT, 2009). Estes resultados estdo de
acordo com varios sistemas microemulsionados encontrados na literatura (LI et al., 2012;
FASOLIN, SANTANA, CUNHA, 2012, SAHLE et al., 2012).
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Figura 18- Comportamento reolégico das formulagdes em
estudo (ME-F2 e ME-F6). Reograma Tensdo de cisalhamento

versus Taxa de cisalhamento.
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(FONTE: Dados da pesquisa)

Correa e colaboradores (2005) mostraram que a viscosidade aparente de sistemas
microemulsionados e emulsionados é dependente do volume de fase e da natureza da fase
oleosa, visto que o aumento do volume de fase interna oleosa provocou aumento da
viscosidade aparente das ME. No entanto, geralmente em formulagdes contendo até 20% de
fase interna oleosa ndo se observa o efeito do diametro de goticula na viscosidade (BRUXEL
et al., 2012). Pois neste caso, goticulas pequenas fluem de forma mais livre (movimento
browniano facilitado) no meio, reduzindo a viscosidade do sistema (DALTIN, 2011). De
forma geral, as ME apresentam baixas viscosidades, até mesmo em elevadas concentragdes de
goticulas, muito provavelmente devido a instabilidade reversivel das mesmas (LANGEVIN,
1988) e as fases cubicas apresentam viscosidade extremamente elevada (FORMARIZ et al.,
2005; GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001). Ambas formulagdes apresentaram viscosidade
relativamente baixa (SAHLE et al, 2012) ME-F2 (64,42+0,667mPa - s) e ME-F6 (118,78%
0,503mPa - s) visualizados na Figura 19. Estes valores podem ser justificados pelo tamanho

de goticulas do espalhamento de luz dindmica.
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Figura 19- Comportamento reoldgico das formulagdes em
estudo (ME-F2 e ME-F6). Reograma Viscosidade versus Taxa

de cisalhamento.
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FONTE: Dados da pesquisa.

A presenca de cotensoativos nestes sistemas também teve influéncia na reducdo da
viscosidade. De fato, uma das funcGes do cotensoativo é aumentar a fluidez da camada
interfacial entre as fases aquosas e oleosas. Sua auséncia acarreta, portanto, em uma maior
rigidez dos dominios agua-6leo formados, modificando a viscosidade do sistema (GOMES,
2010; MILLER, NEOGGlI, 2008).

Fazendo-se uma comparagdo entre as ME desenvolvidas, observa-se que a ME-F6
apresentou menor viscosidade que a ME-F2 devido a maior quantidade de agua presente
(47,1%), o que fatalmente ocorreu o aumento da fluidez das goticulas.

Vaérias técnicas podem ser utilizadas para determinacdao do tamanho de goticulas e sua
distribuicdo. Dentre elas, destaca-se o espalhamento de luz dindmico (DLS). Esta técnica
também referido como espectroscopia de correlacdo fotonica (PCS, do inglés photon
correlation spectroscopy) € um método bem estabelecido para medida do tamanho de
goticulas e particulas na escala nanomeérica e mesmo, para tamanhos menores que 1nm.
Particulas, goticulas e moléculas em suspensdo sofrem movimento browniano, o qual é
induzido pelo bombardeamento de moléculas do solvente que se encontram em movimento
devido a energia térmica. Quando as moléculas, particulas ou goticulas sdo iluminadas com
laser, a intensidade da luz espalhada flutua numa velocidade que depende do tamanho das

mesmas; quanto menor for seu tamanho, mais rapidamente elas se movem.
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Desse modo, como o material analisado trata-se de ME, o tamanho da goticula (raio r)

pode entdo ser determinado usando a relacdo de Stokes-Einsten abaixo (Equacéo 4).
Rh = KT/6nnD (4)
Onde, Rv= raio hidrodindmico, K = constante de Boltzmann, T = temperatura absoluta, n =

meio, D = (JOSHI,
BHATTACHARYYA, WAZED ALLI, 2008).

viscosidade do coeficiente de difusdo das particulas

Observa-se, no entanto, que se o sistema é concentrado, ou seja, quando a fase
dispersa estiver em elevadas concentragdes, a interpretagéo torna- se dificultada em razé&o das
interacGes intergoticulas (SAHLE et al., 2012; SHUKLA, NEUBERT, 2006; SHUKLA,
GAENER, NEUBERT, 2004). Para suprimir a interacdo entre goticulas a diluicdo do sistema
microemulsionado com a fase dispersante é necessaria (LAWRENCE, REES, 2000;
FORMARIZ et al., 2006).

A Tabela 6 mostra os resultados do tamanho de goticulas e o indice de Polidispersdo
(IPD) das ME (sem diluicdo) e as dilui¢bes sucessivas destes sistemas (1:10, 1:50, 1:100 e
1:500 (v/v)).

Tabela 6- Estudos de caracterizagdo quanto ao tamanho de goticulas (DLS), IPD e potencial zeta das
formulagdes em estudo (ME-F2 e ME-F6) e dilui¢des sucessivas.

ME-F2 ME-F6
Amostra Tamanho Potencial Tamanho de Potencial
de goticulas IPD zeta goticulas IPD zeta
(nm) (mV) (nm) (mV)
Microemulsdo | 165,3+12,1 0,126+ -2,63+ 0,35 198,8+ 17,3 0,189+ 0,023 -3,57+0,54
0,012
1:10 371,7+ 65,9 0,373+ -3,75+ 0,97 553,6+ 73,7 0,361+ 0,126  -5,97+ 0,73
0,089
1:50 421,13+ 0,343+ -5,37+ 0,93 750,2+ 69,8 0,220+ 0,064 -12,46+ 1,02
87,9 0,120
1:100 472,33+ 0,279+ -4,86+ 0,79 921,6+ 88,1 0,278+ 0,085 -12,70+ 0,98
89,0 0,118
1:500 488,43+ 0,314+ -5,98+ 1,10 944,8+ 83,9 0,352+ 0,104 -13,04+1,37
78,7 0,098

*|PD= Indice de Polidispersdo
(FONTE: Dados da pesquisa).

Uma discussdo que tem se destacado nos ultimos anos € a distingdo de sistemas micro
(ME) e nanoemulsionados (NE), onde foi recentemente revisado (ANTON, VANDAMME,

2011), e hoje se sabe que diferem entre si muito além da terminologia.
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A principal diferenca esta relacionada a estabilidade termodinamica destes sistemas.
As ME sédo consideradas termodinamicamente estaveis (FANUN, 2010, 2012; LANGEVIN,
1988), em contrapartida, as NE sdo instaveis termodinamicamente, porém apresentam uma
desestabilizacdo lenta (aproximadamente meses) sendo consideradas cineticamente estaveis,
devido ao seu baixo tamanho de goticulas que impede a interacdo entre elas (BRUXEL et al.,
2012). As ME (tipo de morfologia das estruturas e tamanho de goticulas) sdo fortemente
afetadas e até mesmo destruidas por mudancas de temperatura e/ou diluicdes (BRUXEL et al.,
2012), ao passo que as goticulas de NE permanecerd estavel nestas condicdes de estresse
(ANTON, VANDAMME, 2011).

ME quando diluidas perdem sua estabilidade termodindmica, pois a concentracdo de
tensoativos é insuficiente para manter a tensdo interfacial baixa (SOLE et al., 2012), por isso
ocorre mudancas drasticas no tamanho das goticulas (SHARMA et al, 2010; DJEKIC,
PRIMORAC, 2008; CONSTANTINIDES et al., 1995), como observado em nossos resultados
(Tabela 7). Nota-se um aumento proporcional do tamanho das goticulas com o aumento da
diluicdo, ou seja, quanto maior o volume do meio dispersante, maior o tamanho da goticula.

A maturacdo de Ostwald, conhecida também como envelhecimento de Ostwald, é o
processo o0 qual surge da polidisperséo e da diferenca de solubilidade da quantidade de 6leo
contido em cada goticula (FREDRICK, WALSTRA, DEWETTINCK, 2010) e/ou dos
potenciais quimicos entre as goticulas de tamanhos pequenos e grandes (KOURNIATIS et al.,
2010). Este fendmeno coloidal envolve o transporte por difusdo de moléculas da fase dispersa
a partir de goticulas pequenas para maiores, devido as diferencas de pressdo de Laplace. O
resultado é que a solubilidade da fase dispersa na fase continua é maior para goticulas
menores do que para as maiores, dai, as goticulas pequenas tendem a diminuir com tendéncia
a desaparecer e goticulas grandes aumentar de didmetro (FREDRICK, WALSTRA,
DEWETTINCK, 2010; TAYLOR, 1998). O mecanismo esta representado na Figura 20.
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Figura 20- Representacdo esquematica dos mecanismos de
instabilidade em emulsbes 6leo/ dgua
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(FONTE: WALSTRA, 2003).

A maturagéo de Ostwald contrariamente a coalescéncia, ndo requer a aproximagéo das
gotas, desde que o processo ocorra por transporte de matéria dissolvida (goticulas) através do
meio de dispersdo (fase externa aquosa), sendo assim é um fendmeno frequente para sistemas
dispersos de fase externa de grande volume como é o caso das ME desenvolvidas neste
estudo. Essa afirmacdo, bem como essas observacGes podem ser explicadas e corroboradas
pelos estudos encontrados na literatura (FREDRICK, WALSTRA, DEWETTINCK, 2010;
WALSTRA, 2003) quando eles afirmaram que este fendmeno apresentam maiores chances de
ocorrerem quando se utiliza 6leos vegetais como fase dispersa, como € o caso do 6leo de
copaiba.

Outros estudos mostraram resultados semelhantes, onde goticulas na faixa de 20-80nm
foram obtidas diluindo ME O/A e o mecanismo predominante foi a maturagdo de Ostwald (L1
etal, 2012; SOLE et al, 2012; TAYLOR, 1998; TAYLOR, OTTEWILL, 1994).

Assim sendo, essas mudancgas no sistema com o aumento do tamanho das goticulas
foram investigadas para as ME deste trabalho, na qual foi observado visualmente com a
turvacdo das mesmas a cada diluicdo, onde observa-se, a partir dos dados da Figura 21, que

desde a menor dilui¢do (1:10) o sistema passou de transparente (ME) para um sistema turvo.
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Figura 21- Aspecto visual da microemulsdo bruta e das sucessivas
diluicBes realizadas para determinag¢do do tamanho de goticulas.

(FONTE: Dados da pesquisa)

Devido a instabilidade das ME quando diluidas, a técnica DSL descrita anteriormente,
torna impropria uma diluicdo da amostra, a fim de se evitar mudancas no sistema. Desta
forma, deve-se realizar a analise com a amostra bruta. Sendo assim, o tamanho médio das
goticulas dos sistemas avaliados foram de 165,3+12,1nm e 192,8+17,3nm, para as ME-F2 e
ME-F6, respectivamente, apresentando uma distribuicio monomodal e com baixa
polidispersdo (<0,2) (Figuras 22 e 23). Assim como a dilui¢do pode aumentar o tamanho das
goticulas no caso de ME, a desidratacdo pode reduzir. Como discutido anteriormente, 0 MET
pode ndo descrever exatamente o tamanho das goticulas, devido ao seu processo de secagem
prévia a anélise da amostra. Isto foi observado em nossos resultados, desta forma utilizaremos
os resultados do DLS como os valores mais proximos a realidade.

Desta forma, como o didmetro das goticulas foram menores que 200nm, estas
formulacBes sdo consideradas vidveis para aplicacdo por via tdépica (LUNDBERG;
MORTIMER, 1996). A literatura descreve que sistemas que apresentam goticulas pequenas
apos a sua aplicacdo tépica podem ser utilizados como sistemas de liberacdo prolongada
(GHOSH et al., 2013).
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Figura 22- Espalhamento de luz dindmico ME-F2. Diametro versus
Intensidade.
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Figura 23- Espalhamento de luz dindmico ME-F6. Didmetro versus
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Além dos ensaios anteriores de caracterizacdo das ME, foi realizado também o estudo
do potencial zeta destas dispersdes coloidais. O potencial zeta é a carga total que uma
particula/goticula adquire em meio especifico, o qual € influenciado pelas mudangas na
interface com o0 meio dispersante (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Goticulas dispersas em um meio liquido podem ser carregadas devido a adsorcédo de
ions provenientes da solucdo ou a ionizacdo de grupamentos, tais como carboxila (COOH),
que se encontram situados na superficie das goticulas. A presenca de carga leva a um aumento
na concentracao de contra-ions proximo a superficie, formando assim a dupla camada elétrica.
Essa dupla camada elétrica é constituida de uma regido interna, que inclui ions fortemente
ligados a superficie, e uma regido externa, onde a distribuicdo dos ions é determinada pelo
equilibrio entre forcas eletrostaticas e movimento térmico. O potencial zeta é a medida do

potencial elétrico localizado no plano de cisalhamento da dupla camada até o interior do
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liqguido. Em outras palavras, o potencial zeta é a diferenca de potencial entre o meio
dispersante e a camada estacionaria do liquido ligada a goticula dispersa (SIQUEIRA, 2008).

Sendo assim, o potencial zeta ndo depende somente da superficie da goticula, mas
também do dispersante e condutividade entre suas cargas, concentragdo dos componentes da
formulacdo, inclusive do principio ativo e pela for¢a idnica do meio. Podendo assim assumir
um valor positivo ou negativo (SIQUEIRA, 2008).

Se o potencial for relativamente elevado em modulo (maior de 25 mV) as forcas
repulsivas do sistema superam as forgas de London que atraem as goticulas entre si,
caracterizando um sistema defloculado (ROLAND et al., 2003). Particulas com potencial zeta
maior que 30 mV sdo requeridas para uma excelente estabilizacéo eletrostatica. A diminuicéo
desse potencial e, consequentemente, na repulsdo eletrostatica, facilita a agregacdo das
goticulas, sendo por isto utilizado como indicativo da estabilidade de uma dispersdo
(MARCATO, 2009). Entretanto, um efeito de estabilizagdo estérica também tem sido
observado em dispersdes coloidais estabilizadas com tensoativos ndo- iénicos (CAPEK,
2004).

Ambas as formulagdes (ME-F2 e ME-F6) apresentaram valores de potencial zeta
negativos -2,63 e -3,57, respectivamente. Essa negatividade pode ser atribuida a possivel
presenca de grupos acido carboxilico principalmente dos tensoativos (Labrasol® e Plurol
oleique®) na superficie das goticulas, as quais ionizam formando goticulas carregadas
negativamente (AUTON, 2005), cuja ionizagdo desses grupos dependem do pH do sistema,
qguanto maior este parametro, mais negativo o potencial zeta. O baixo valor absoluto das
cargas esta relacionado ao uso de tensoativos ndo-ibnicos nestes sistemas (GHOSH,
MUKHERJEE, CHANDRASEKARAN, 2013; MCCLEMENTS, 2012).

Ademais, foi observado também que os sistemas diluidos, apresentaram valores de
potencial zeta negativos. Porém, os mesmos apresentaram desvios-padrdo mais elevados,
mostrando diferencas maiores de cargas entre as goticulas pequenas e grandes, favorecendo
assim a nossa hipotese de que ocorreu maturagdo de Ostwald nas ME estudas fato este que
esta em concordancia com os estudos de Kourniatis e colaboradores (2010).

Por fim, além de todos esses testes de caracterizacao, foi realizado também um teste de
avaliacdo da ordem de adicdo (pré-formulacdo) dos componentes da formulacdo para
confirmacédo ou ndo se tratava de ME. O método de preparo consistiu na mistura do 6leo de
copaiba e tensoativos e posteriormente, da dgua. No entanto, foi avaliado também quando
homogeneizado o0s tensoativos juntamente com a dgua e adicionado, posteriormente, o 6leo de

copaiba, ambos o0s sistemas apresentaram caracteristicas visuais como coloracdo e
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transparéncia semelhantes. Desta forma, este teste prediz a natureza da disperséo obtida, pois
no caso das nanoemulsbes sdo formadas apenas no caso dos tensoativos serem primeiro
misturados com a fase oleosa conforme relata Anton e Vandamme (2011). Estes autores
relatam ainda que quando misturados inicialmente com a agua antes de adicionar a fase
oleosa, uma emulsdo sera formada. Ja as ME, por outro lado, sera formada de forma idéntica
seja qual for a ordem que os componentes sdo adicionados e, claro, apés o equilibrio do
sistema coloidal. . A Figura 24 mostra as duas formulacbes (ME-F2 e ME-F6) quando
adicionado o 6leo de copaiba & mistura de tensoativos e agua, apresentando a mesma
aparéncia das formulacdes incialmente desenvolvidas (limpidas, transparentes e amareladas),

caracterizando assim como ME.

Figura 24- Formulagbes ME-F2 e ME-F6 quando
preparadas adicionando o dleo de copaiba & mistura de
tensoativos e agua.

(FONTE: Dados da pesquisa)

5.6 DOSEAMENTO DO MARCADOR DO OLEO DE COPAIBA (B- CARIOFILENO)

Os oOleos de copaiba sdo geralmente compostos por uma quantidade elevada de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, contribuindo com cerca de 90% da composicao total do
o6leo, seguindo-se de uma pequena quantidade de diterpenos (SOUSA et al., 2011). Mesmo
com uma grande variacdo entre as espécies Copaifera e até mesmo na mesma espécie,
geralmente o p-cariofileno &€ o componente majoritario do oOleo, sendo considerado o
marcador quimico deste (CASCON, GILBERT, 2000). Varias atividades bioldgicas séo
atribuidas ao B-cariofileno, principalmente antimicrobiana (GOREN et al., 2011; CHENG et
al., 2004) e anti-inflamatoria (CHAVAN, WAKTE, SHINDE, 2010; TUNG et al., 2008). No

entanto, ndo s6 este componente € o responsavel por estas atividades farmacologicas, pois
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pode ocorrer um sinergismo com 0s outros componentes na promocdo da atividade observada
(LEANDRO et al., 2012). Porém, como este componente é encontrado em altas concentragdes
(muitas vezes superiores a 50%), principalmente na espécie Copaifera multijuga, estas
atividades estdo diretamente relacionadas a quantidade deste componente no Oleo
(FERNANDES et al., 2007; YOUNG et al., 2007).

A cromatografia gasosa € a técnica utilizada para quantificacdo de componentes de
6leos essenciais. No entanto, 0os produtos naturais necessitam de um preparo prévio antes de
ser injetado no CG, pois é necessario que a substancia seja volatil e apolar para que seja
arrastada pela fase movel, caso contréario, ficara retida na coluna do equipamento. No caso do
o6leo de copaiba, 0s sesquiterpenos ja possuem volatilidade e caracteristica apolar adequada a
analise, porém os diterpenos, que representam a fracdo resinosa do 6leo sdo polares. Cascon e
Gilbert (2000) validaram um método para quantificacdo de terpenos em trés diferentes
espécies de copaiba por CG-MS, onde o 6leo resina foi esterificado com diazometano em éter,
tornando a fracdo resinosa volatil e apolar e posteriormente analisada no cromatografo.

Recentemente foi validado outro método para quantificagdo do B-cariofileno, o-
copaeno e a- humuleno da Copaifera langsdorffii (SOUSA et al., 2011). O 6leo foi submetido
a um processo de hidrodestilacdo utilizando um aparato tipo clevenger e posteriormente, a
fracdo organica (volatil) do 6leo dissolvida em hexano e injetada no CG-MS.

O primeiro método para doseamento do B-cariofileno em ME encontrado na literatura
foi desenvolvido por Dias e colaboradores (2012). Este método consistiu na extracdo da
fracdo volatil do oleo de copaiba (C. Multijuga) contido na ME por microextracdo em fase
solida (headspace) e posteriormente a quantificacdo do marcador por CG- FID.

Em nosso estudo, foi utilizada a metodologia desenvolvida pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Farmacognosia- NUDATEF (Nucleo de Desenvolvimento Analitico e
Tecnologico) baseada no processo de hidrodestilacdo descrito por Sousa et al (2011). A
metodologia foi previamente validada. Neste caso, o 6leo de copaiba foi destilado e a fracéo
volatil dissolvida em diclorometano e posteriormente injetada em CG- FID para determinacgao
do teor de frag¢do volatil e quantificagdo do marcador B-cariofileno utilizando como padréo
interno o trans (-)-cariofileno. O mesmo processo foi realizado com a ME contendo o 6leo de
copaiba, pois neste caso torna-se inviavel a injecdo direta da ME no CG, pela possibilidade de
interferéncias na andlise (por exemplo, problemas de deteccdo e possiveis danos a fase
estaciondria) e a presenca de agentes tensoativos pode comprometer a utilizacdo da extracao

com solventes liquidos tradicionais, devido a emulsificacdo (DIAS et al., 2012).
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Para a analise do 6leo de copaiba puro foi utilizado uma massa de 9,81g, cuja
densidade foi determinada e obteve-se como resultado 0,981+0,003g.mL™ (0,20%), expressos
como média + desvio padrdo (coeficiente de variacdo). O valor da densidade encontrado esta
dentro da faixa descrita na literatura para dleo resina (DEUS et al., 2009; SHANLEY et al.,
1998), esta propriedade foi usada para a conversdo de volume em massa. A partir da
hidrodestilacdo, foi obtida a fracdo volatil do o6leo transparente e limpida, cujo rendimento
médio foi de 24,81+0,12%(0,48%), calculado pelo equipamento através da técnica de
normalizacdo interna. Esta técnica considera o somatdrio das areas de todos os picos do
cromatograma 100%, podendo assim determinar a area (concentracdo) de cada pico e
posteriormente a massa da fracdo volatil. Neste caso, da massa total de 9,81g do 6leo resina,
2,4338¢g correspondeu a fracdo volatil. Este rendimento sugere que o procedimento além de
simples, é de baixo custo para preparacdo de amostras, podendo ser adotado na rotina
analitica com facilidade e eficécia.

No cromatograma do 6leo (Figura 2-A), observa-se um pico maior proximo a zero
minutos correspondente ao diclorometano 75,19 + 0,89% (1,18%). Na fracdo volatil do 6leo
observa-se um pico majoritario correspondente ao [-cariofileno, confirmado através da
comparacdo do tempo de retencdo do padrdo trans (-)- cariofileno (9,180 minutos). A partir
dos calculos realizados com os resultados de padronizacdo externa foi possivel inferir que a
concentracdo de [-cariofileno na fracdo volatil do oleo de copaiba obtido através de
hidrodestilagdo foi igual a 46,979+ 0,241% (0,51%). Logo, a concentragdo de f-cariofileno no
6leo de copaiba puro foi de 114,33mg.mL™.
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No caso da ME-F2 utilizou-se uma massa de 10,879, cuja quantidade de oOleo
correspondia a 10,6% em massa (1,152g). A densidade foi determinada e obteve-se como
resultado 1,087+0,008 g.mL™ (0,74%). Utilizando-se a técnica de normalizacéo foi verificado
uma porcentagem de 24%=0,25% (1,04%) da fracdo volatil presente na amostra,
correspondendo a 0,2765g. A partir dos célculos realizados com os resultados de
padronizacdo externa foi possivel inferir que a concentracdo de p-cariofileno foi
correspondente a 12,9mg.mL™ na ME.

Com a ME-F6 foi utilizada uma massa de 12,0389 de ME contendo 0,7343g de 6leo
(6,1%). A densidade foi de 1,2038 + 0,022 g.mL™ (1,83%) e a porcentagem da fracdo volatil
de 7,932 +0,081% (1,02%). A concentracdo de [-cariofileno determinada foi de
8,382mg.mL™.

O método foi capaz de recuperar 99,12% da fracdo volatil presente nas ME para a
quantificacdo do marcador.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA CIM

Dentre as inUmeras atividades atribuidas ao 6leo de copaiba, sejam popularmente e/ou
cientificamente comprovadas, a atividade antimicrobiana esta relacionada principalmente ao
componente sesquiterpénico B-cariofileno. Porém como discutido anteriormente, onde outros
componentes quimicos do 6leo encontrados em menor quantidade atuam em sinergismo com
o B-cariofileno para esta atividade (SANTOS et al, 2008; VALDEVITE, 2007; PACHECO,
BARATA, DUARTE, 2006). Desta forma, foi avaliada esta atividade do 6leo de copaiba puro
bem como das ME-F2 e ME-F6. No caso das ME foi determinada duas Concentragdo
inibitéria minima (CIM), a primeira baseando-se na quantidade de 6leo de copaiba contido
nas formulacgdes e outra a partir da concentracdo do marcador B-cariofileno (Tabela 8).

Em relacdo a atividade antibacteriana pode-se observar atividade para as trés cepas
testadas tanto para o 6leo de copaiba in natura como para ambas ME desenvolvidas. Os

valores de CIM correspondentes as dilui¢cdes estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7- Concentracdo inibitéria minima (CIM) em relagdo as diluigdes (%) das substancias testadas
frente a cepas bacterianas.

Substéancia testada Staphylococcus aureus Escherichia Pseudomonas
coli aeruginosa
ME-F2 CIM (0,78%) CIM (50%) CIM (50%)
ME-F6 CIM (0,78%) CIM (50%) CIM (25%)
Oleo de copaiba CIM (0,78%) CIM (50%) CIM (25%)

(FONTE: Dados da pesquisa)

Tabela 8- Concentragdo inibitéria minima (CIM) do 6leo de copaiba in natura e das ME-F2 e ME-F6 frente
a cepas bacterianas.

Substancia Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
testada CIM oleo CIM CIM oleo CIM CIM CIM

(mg.mL™) | cariofileno | (mg.mL™) | cariofileno Oleo cariofileno

(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™)
ME-F2 0,82 0,10 53,0 6,45 53,0 6,45
ME-F6 0,28 0,03 18,35 6,45 9,17 1,04
Oleo de - 0,89 - 57,16 - 26,5

copaiba

(FONTE: Dados da pesquisa)

Atividade foi verificada para cepas de Staphylococcus aureus tanto das ME como do
6leo de copaiba in natura apresentando a atividade até a diluicdo de 0,78%. Onde a ME-F2
apresentou CIM de 0,82mg.mL™ em relagdo a concentracdo do 6leo nesta formulagéo,
correspondente a uma CIM de p-cariofileno de 0,10mg.mL™ sendo considerada uma atividade
antimicrobiana alta (CIM entre 0,05 e 0,5mg/mL). A ME-F6 apresentou CIM de 0,28mg/mL
para 0 6leo e 0,03mg.mL™ para o B-cariofileno. Quanto ao 6leo de copaiba puro apresentou
CIM de 0,89mg.mL™ de B-cariofileno, apresentando uma atividade moderada (CIM entre 0,6
e 1,5mg/mL). Estes resultados demonstram que mesmo com concentragfes relativamente
baixas de 6leo de copaiba nas ME, foi o suficiente para promover atividade para
Staphylococcus aureus. Os tensoativos testados isoladamente ndo apresentaram atividade,
confirmando assim que a CIM encontrada para esta cepa esta relacionada apenas ao 6leo
contido nas goticulas das ME.

As bactérias responsaveis por graves infeccdes pos-cirargicas sdo predominantemente
Gram-positivas (OKDAKOWSKA-JEDYNAK et al., 2003). O Staphylococcus aureus € a
principal causa de infeccBes comunitarias e hospitalares adquiridas. E responsavel pelas
infeccbes da pele ou dos tecidos moles, do trato urinario, abscessos gastrointestinais,
peritonite, infeccbes do trato respiratdrio, osteomielite, miosite tropical, endocardite e
bacteremia (FUNG et al., 2001). S. aureus tem uma capacidade formidavel para adquirir
rapidamente resisténcia a qualquer antibiotico. A resisténcia de bactérias Gram-positivas aos
agentes antimicrobianos estd aumentando a uma taxa alarmante para muitas classes

comumente prescritos de agentes antimicrobianos, incluindo as penicilinas penicilinase-
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resistentes, outros f-lactamicos, fluoroquinolonas, e macrolideos (ZETOLA et al., 2005). O
aumento da resisténcia das bactérias aos antibidticos convencionais tem encorajado esforcos
intensivos para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que sdo eficazes contra
as bacteérias resistentes, principalmente de origem natural. Neste caso, como o 6leo de copaiba
e as ME testadas mostraram uma 6tima atividade frente a este microrganismo podem ser
considerados agentes promissores para o tratamento de tais infeccdes.

Foi verificada também fraca atividade (CIM acima de 1,5mg/mL) para o éleo e para as
ME para cepas de Escherichia coli até a diluicdo de 50%, com CIM de 6leo e B-cariofileno
de (53,0mg.mL™ e 6,45mg.mL™) para ME-F2 e (18,35mg.mL™ e 2,09mg.mL™) para ME-F6.
A CIM determinada para o 6leo foi de 57,16mg.mL™. No caso das cepas de Pseudomonas
aeruginosa, a ME-F6 (CIM 9,17mg.mL™ e 1,04mg.mL™) e o 6leo puro (CIM 26,5mg.mL™)
apresentaram a mesma diluicdo (25%), no entanto, a ME-F2 (53,0mg.mL™" e 6,45mg.mL™)
apresentou atividade até a concentracdo de 50%. Neste caso, observa-se que a ME-F2 apesar
de conter maior concentracdo de 6leo de copaiba em sua composicédo, apresentou uma CIM
maior comparada a ME-F6. Este resultado pode estar relacionado ao fato da ME-F2 possuir
uma percentagem menor de tensoativo hidrofilico Labrasol® (33,84%) comparada com a ME-
F6 (36,60%). Essa diferenca na quantidade deste tensoativo nas formulacdes pode ter
influenciado em uma melhor solubilizacdo do 6leo contido nas goticulas no meio (caldo
Muller Hinton), melhorando a atividade da ME-F6.

Atividade para as trés cepas bacterianas foi verificada para a mesma espécie do 6leo
de copaiba in natura, utilizando a mesma técnica de microdiluicdo (BLOISE, 2003) e a
técnica de difusdo em disco (MENDONCA, ONOFRE, 2009).

Piere e colaboradores (2011) verificaram atividade do dleo de copaiba de duas
espécies (Copaifera officinalis e C. langsdorffii) sobre isolados de Escherichia coli obtidos de
leite mastitico. Em estudos posteriores avaliaram as mesmas espécies contra outras cepas de
Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Citrobacter freundi, Staphylococcus aureus, Actinobacillus pleuropneumoniae e
Haemophilus parasuis. Foi verificada atividade sobre S. aureus, E. coli e P. aeruginosa para
ambas as espécies avaliadas (PIERE et al., 2012).

Contrariamente aos nossos resultados, em outras pesquisas ndo foi observada atividade
do 6leo de copaiba para cepas de bactérias Gram negativas. Como foi o caso de Pacheco,
Barata e Duarte (2006) que avaliaram pela técnica de microdiluigdo a atividade de 11 dleos
resinas (Copaifera spp.) contra S. aureus, E. coli, Bacillus subtilis e P. aeruginosa, porém

estes Oleos apresentaram atividade apenas para S. aureus e Bacillus subtilis. Santos e
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colaboradores (2008) também testaram 8 diferentes espécies de 6leo de copaiba, onde as
especies (Copaifera reticulata, Copaifera martii e Copaifera officinalis) mostraram-se ativas
para Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilii e Enterococcus
faecalis. Desta forma, os autores observaram atividade apenas para os Gram positivos,
relacionando a uma provavel acdo do 6leo na parede celular bacteriana, visto que observaram
alteracdes morfoldgicas e ultra-estruturais quando o dleo foi testado, como o rompimento da
parede bacteriana e liberacdo do conteudo citoplasmatico. Cowan (1999) sugeriu que o
mecanismo de acdo de terpenos possivelmente envolva o rompimento da parede bacteriana
por estes compostos lipofilicos. No entanto, Piere et al. (2012), sugeriu em sua pesquisa que a
atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba envolve outros mecanismos além do dano a
parede celular, por verificar sua atividade contra bactérias gram negativas.

Quanto ao ensaio antifungico, tanto o 6leo como as ME foram inativos para Candida
parapsilosis, Candida albicans e Candida tropicalis, confirmando os resultados obtidos por
Santos et al. (2008), que também n&o verificou atividade para leveduras. Contrariamente,
alguns autores verificaram atividade do 6leo de copaiba (C. Multijuga Hayne) e suas fracdes
para os géneros Aspegillus e Candida (DEUS et al., 2009; DEUS, ARRUDA, 2011).

Para a cepa de Criptpcoccus neoformans o Oleo de copaiba in natura e as
microemulsdes F2 e F6 apresentaram atividade até a concentracdo de 0,78%, com valores de
CIM (0,82mg.mL™ e 0,10mg.mL™) para ME-F2, CIM (0,28mg.mL™ e 0,03mg.mL™) para
ME-F6 e CIM de 0,89mg/mL para o 6leo de copaiba puro. Nenhum trabalho foi encontrado
na literatura avaliando-se a atividade do 0leo de copaiba para este fungo. O Criptococcus
neoformans é uma levedura encapsulada fato que o torna unico entre os fungos patogénicos
(REOLON, PEREZ, MEZZARI, 2004; ELLIS, PFEIFFER, 1992). A capsula é composta por
polissacarideos que Ihe confere antigenicidade (PERFECT, 1998). E de grande importancia na
micologia meédica por ser agente etioldgico da criptococose uma micose oportunista grave que
tem tido uma crescente importancia nas Ultimas décadas (KON et al., 2008; MITCHELL,
PERFECT, 1995). Pacientes infectados com o HIV, pacientes com céancer, diabéticos,
pacientes submetidos a transplantes ou procedimentos invasivos, ou a pessoas que 0S
corticosteroides sdo especialmente suscetiveis a doenca. Infeccdo criptococica comeca
principalmente nos pulmdes e geralmente dissemina para varios 6rgdos (BARBOSA et al.,
2006). No entanto, a levedura mostra tropismo para o sistema nervoso central, onde ele
sobrevive e prolifera, causando meningite e meningoencefalite, ambos os quais podem ser
fatais se ndo forem tratadas adequadamente (CHEN et al., 2003). A criptococose € tratada

com anfotericina B / az6is como a principal opcdo terapéutica (VAN DER HORST et al.,
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1997). No entanto, a taxa de letalidade elevada entre pacientes imunocomprometidos indica
que novas opcOes terapéuticas sdo necessarias (MEDEIROS et al., 2010). Desta forma, a
potente atividade do 6leo de copaiba e das microemulsdes testadas pode se tornar uma opg¢éo
terapéutica para esta doenca. No entanto, pela auséncia de estudos na literatura para este
microrganismo, remete-se a pesquisas posteriores para confirmacdo desta atividade, como
também a avaliacdo do mecanismo de acdo do 0leo de copaiba para esta levedura. Neste caso,
sugere-se avaliar a sua acdo frente a capsula polissacaridea, visto a inatividade a leveduras
n&o encapsuladas testadas (Candida).

Algumas explicagcbes podem ser sugeridas para estas discordancias de atividades
antimicrobianas atribuidas ao 6leo de copaiba encontradas na literatura. Um fato importante a
se destacar sdo as técnicas utilizadas para determinar esta atividade, pois € possivel verificar
uma variedade de metodologias para determinacdo da atividade antimicrobiana em Oleos
essenciais in vitro, 0 que torna a comparacdo entre esses estudos problematica
(NASCIMENTO et al., 2007). Os resultados obtidos por cada um desses métodos podem
diferir devido a fatores como as variacOes entre os testes, a exemplo do crescimento
microbiano, exposi¢cdo de microrganismos ao Oleo, a solubilidade do 6leo ou de seus
componentes e 0 uso e quantidade de emulsificador (OPALCHENOVA; OBRESHKOVA,
2003; LAMBERT et al., 2001).

As substancias normalmente testadas pelos métodos propostos pelo NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) tém natureza hidrofila e os testes séo
padronizados para esta condi¢do. Nos ensaios com 0leos essenciais, deve-se considerar que 0s
oOleos sdo volateis, insollveis em agua, viscosos e complexos. Além disso, podem formar uma
suspensdo turva que impede a determinacéo visual da eficacia antimicrobiana do 6leo, devido
a interferéncia da dissolucdo insuficiente dos componentes testados, sendo assim, a falta de
padronizagdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana tem sido um dos empecilhos
encontrados para a realizacdo desse tipo de estudo (HOOD et al., 2003). Desta forma, foram
encontrados diferentes técnicas (difusdo em disco e microdiluigdo) e diferentes resultados de
atividade para o 6leo de copaiba.

Outro fator é a variagcdo quimica entre as espécies e até mesmo entre individuos da
mesma espécie (Cascon, Gilbert, 2000). Algumas pesquisas em relacdo a sua composicéo,
mostra que mesmo sem variacdo genética de especies de plantas pode alterar a percentagem
de componente ativo presente no 6leo. Além disso, outros fatores como o clima, temporizacao
do solo, e os metodos de plantio, fertilizacdo, uso de agrotoxicos, irrigacdo e condicdes

ambientais, técnicas de extracdo, colheita, fontes botanicas e variagcdes de padrdes geograficos
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(latitudes e longitudes) pode afetar a composic¢ao quimica do 6leo, provocando mudangas na
atividade antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007). Por exemplo, dleo-resinas de C.
reticulata coletadas no Acre e Para apresentaram diferencas na atividade contra bactérias
devido a diferencas na composicao quimica (SANTOS et al., 2008).

Sendo assim, todas estas condi¢6es de coleta, tempo de coleta, armazenamento devem
ser padronizadas. O uso deste 6leo, bem como a producdo de produtos que utilizam tal
componente devem seguir um rigoroso controle de qualidade, para garantia do efeito

farmacoldgico esperado para o dleo de copaiba.

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

O processo inflamatorio envolve uma série de eventos que pode ser desencadeado por
varios e diferentes estimulos, por exemplo, agentes infecciosos, isquemia, interacao antigeno-
anticorpo, agentes quimicos, estimulo térmico, até mesmo lesdo mecanica. A resposta
inflamatoria apresenta trés diferentes fases, cada uma aparentemente mediada por
mecanismos distintos: uma fase aguda caracterizada por vasodilatagdo local e aumento da
permeabilidade capilar, uma fase subaguda caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e
células fagociticas e uma crénica proliferativa na qual ocorre uma degeneracdo do tecido e
fibrose (COLLINS, 2000).

A reacdo inflamatoria aguda € de curta duragdo, de alguns minutos, horas ou um a dois
dias, dependendo do estimulo causal. De maneira geral, esta fase se manifesta uniformemente,
padronizada ou estereotipada, qualquer que seja a natureza do estimulo lesivo. Nesta fase,
muitos mediadores quimicos participam do processo inflamatério, tais como: cininas,
prostaglandinas, histamina, fator de agregacdo plaquetario (PAF), fragmentos do sistema
complemento (C5a), LTB4 (leucotrienos) e citocinas. A extensdo da contribuicdo de cada

mediador dependera essencialmente do processo inflamatério (BECHARA, SZABO, 2005).

Potenciais agentes inflamatérios sdo avaliados na industria farmacéutica e modelos
animais sdo extensivamente usados no teste destes anti-inflamatorios. A carragenina é um
agente flogistico amplamente utilizado na investigacdo do processo inflamatorio gerado,

sendo ele um polissacarideo de carater irritante extraido de algas (OH-ISHI, 2000).
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A inflamac&o induzida pela carragenina leva a ativacdo de gelatinases e colagenases
(NAGAKAWA, SAKATA, 1996). Turner (1965) e Di Rosa et al. (1971) relataram que o
processo inflamatdrio induzido pela carragenina em ratos envolve 3 fases: a primeira com
liberagéo inicial de histamina e serotonina (primeira 1,5h), uma segunda fase mediada por
cininas (1,5h apds a fase 1) e a ultima mediada por prostaglandinas. Sendo assim, o volume
do edema da pata dos animais foi verificado nos tempos de 1,5; 3 e 5 horas ap0s a injecéo da
carragenina para avaliacdo dessas trés fases. Foram testadas as ME-F2 e ME-F6 como
também o dleo de copaiba in natura, utilizando como controle positivo o Emulgel de
Diclofenaco Dietilaménio (DDA). Os resultados da reducdo do edema em fungdo do tempo

estdo demonstrados na Figura 27.

Figura 27- Avaliacdo da reducdo do edema induzido por carragenina
em modelo animal em fungdo do tempo (1,5; 3 e 5 horas).
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Nos primeiros 90 minutos ap0s injecdo observou-se um efeito maior na reducdo do
edema para ME-F6 com reducdo de 38% comparada ao controle negativo. Esta reducdo foi
ainda superior a reducdo do controle positivo (29%). Com 3 horas de analise a ME-F2 e o
6leo apresentaram efeito, porém inferiores as demais formulagbes, com 32 e 33%,
respectivamente. A ME-F6 continuou apresentando o efeito maximo comparado as demais
formulac@es, e comparavel com o controle positivo neste tempo. Porém com 5 horas, apenas o
Emulgel DDA continuou apresentando um aumento gradual da reducdo do edema, sendo que
para as demais formulagdes, incluindo o 6leo puro, foi observado o cessar deste efeito. A
literatura descreve um aumento da acao anti-inflamatoria para o DDA em funcdo do tempo de

contato com a pele, apresentando um aumento de cerca de 3 vezes apds 10 horas de contato.



84

Por este motivo, este emulgel é geralmente utilizado tanto para inflamag6es agudas como
cronicas (KOROKOLVAS, FRANCA, 2006).

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

Comparando-se as duas formulagdes, foram verificados diferentes perfis de atividade.
A ME-F6 ja apresentou atividade desde a primeira hora e com efeito superior ao DDA. No
entanto, a ME-F2 s0 apresentou atividade na reducdo do edema a partir da terceira hora e com
efeito inferior ao DDA. Neste caso, possivelmente a quantidade de tensoativos tenha
influenciado no efeito farmacoldgico, visto que a ME-F6 com menor concentracdo de 6leo,
porém maior de tensoativos (54,9%) comparada a ME-F2 que possui 42,3% de tensoativos
apresentou efeito superior e de acdo mais rapida. Sendo assim, o alto conteudo de tensoativos
da ME-F6 possa ter promovido uma desorganizacdo maior dos lipideos presentes no estrato
cérneo (EC) (OLIVEIRA et al., 2004), facilitando a permeacdo do B-cariofileno na pele e
potencializando o efeito farmacoldgico.

No caso do 6leo de copaiba puro, mesmo apresentando concentragdo superior de -
cariofileno, verificou-se atividade comparavel a ME-F2. Neste caso, possivelmente tenha
ocorrido uma relativa permeacao do 6leo, visto a presenca de terpenos no préprio 6leo que
atuam como promotores de permeacdo (DAS, BHATTACHARYA, GHOSAL, 2006).
Contudo, para avaliacdo da cinética de liberacdo e permeacdo das ME, torna-se necessaria
realizacdo dos testes ex vivo utilizando a célula de Franz, para confirmagdo das hipoteses
sugeridas.

Desta forma, as ME de 0leo de copaiba atuaram de forma mais aguda, nas 3 primeiras
horas, principalmente sobre os primeiros mediadores quimicos. Gomes e colaboradores
(GOMES et al., 2010) sugeriram em seus estudos que a atividade anti-inflamatéria do éleo de
C. Multijuga Hayne esta relacionada a inibi¢do das vias da histamina e serotonina.

O primeiro estudo com o objetivo de demonstrar a atividade anti-inflamatoria de oleo-

resina de copaiba foi realizada por Basile et al. (1988). A atividade encontrada foi
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relacionada com o efeito anti-edematogénico observado em ratos induzido por carragenina, e
foi posteriormente confirmado por Veiga Jr. et al. (2001). Este estudo também mostrou que a
atividade varia com 6leos de copaiba provenientes de diferentes espécies, e utilizando-se
diferentes agentes flogisticos. Todos esses estudos foram realizados com Oéleo-resinas
comerciais de copaiba, mas sem a identificacdo das espécies. Outros autores também
utilizaram esta mesma metodologia do edema de pata induzido por carragenina para avaliacéo
da atividade anti-inflamatdria de 6leos de copaiba de algumas espécies como a C. Multijuga
Hayne (VEIGA JUNIOR et al., 2006), C. Dwyer (CARVALHO et al., 2005), apresentando
resultados satisfatorios para estas espécies.

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do Oleo de copaiba também foram
encontrados na literatura alguns estudos in vitro. Baylac e Racine (2003) mostraram que o
Oleo-resina de C. officinalis provoca a inibicdo in vitro de 5-lipoxigenases, uma enzima
importante do processo inflamatério. Os mesmos autores (2004) mostraram que o Gleo-resina
ndo foi capaz de causar a inibicao in vitro de HLE (elastase de leucocitos humanos), uma das
principais proteases as quais desempenham um papel importante na patogénese de varias
desordens inflamatdrias. Veiga Junior e colaboradores (2007) avaliaram a atividade anti-
inflamatdria de trés diferentes 6leo-resinas de copaiba (C. multijuga Hayne, C. cearensis
Huber ex Ducke e C. reticulata Ducke), e demonstraram que apesar de semelhantes na
composicao, eles mostraram diferentes atividades. O ensaio in vitro foi realizado medindo-se
a producdo de NO por macrofagos. O 6leo-resina de C. multijuga Hayne foi o mais potente,
inibindo a producdo de NO a uma concentracdo baixa (5 mg.mL™). Os 6leo-resinas de C.
cearensis e C. reticulata apresentaram semelhante atividades, mas com menor intensidade (50
ug.mL™ e 500 ug.mL™, respectivamente).

Desta forma, o ensaio anti-edematogénico em nosso estudo mostrou-se bastante
relevante para confirmacao dos resultados ja encontrados na literatura para a C. multijuga, a
fim de valorizar o uso desta espécie para estes fins terapéuticos. Como também, o sistema
microemulsionado permitiu a utilizacdo de uma pequena concentracdo do 6leo suficiente para

promogéo do efeito, desta forma, racionalizando seu uso.
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6 CONCLUSOES

Com a analise dos resultados obtidos pode-se concluir que:

A ferramenta do diagrama de fases pseudoternarios mostrou-se simples e
reprodutivel para o preparo de ME contendo o éleo de copaiba;

Os resultados dos estudos de condutividade elétrica e DSC sugeriram que
consistiam de sistemas O/A;

A confirmacdo dos sistemas microemulsionados foi obtida com as técnicas de
microscopia eletronica de transmissdo, microscopia de luz polarizada, reologia e
potencial zeta;

A técnica de Espalhamento de luz dindmico (DLS) mostrou um aumento no
tamanho das goticulas quando o sistema era submetido a diluicdes sucessivas,
caracterizando uma instabilidade deste frente a diluicdo, o que € caracteristico de
ME. Esta instabilidade observada foi relacionada e atribuida ao mecanismo de
maturacao de Ostwald;

As ME-F2 e ME-F6 apresentaram atividade para as cepas bacterianas S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli e para o fungo Criptococcus neoformans;

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria a ME-F6 apresentou atividade aguda
superior ao controle positivo (emulgel DDA). Ja a ME-F2 apresentou efeito mais
tardio (a partir da terceira hora), porém menos intenso que o controle e comparavel
ao Oleo puro. Estes resultados confirmam a atividade anti-inflamatoria presente na
literatura para esta espécie, bem como torna estes sistemas microemulsionados
uma possivel alternativa terapéutica para inflamag6es agudas.

Desta forma, vale ressaltar a relevancia deste trabalho para a area da
nanotecnologia  farmacéutica pelo ineditismo de uma formulacédo
microemulsionada contendo o 6leo de copaiba (C. multijuga) com excelente
atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria, valorizando o uso desta espécie para
estes fins terapéuticos. Desta forma, deve-se realizar estudos posteriores de
atividade farmacoldgica e mecanismo de acdo do Oleo, bem como de
mutagenicidade, toxicidade, irritabilidade cutanea e estudos de estabilidade, a fim
de garantir o controle de qualidade do produto, podendo ser desenvolvido
futuramente em escala industrial, diferentemente das formas artesanais existentes

atualmente no mercado brasileiro.
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E importante destacar também a questdo econdmica e ambiental, pois se trata de
um produto farmacéutico que utiliza um 6leo vegetal proveniente da Copaibeira,
arvore comum em nosso pais, valorizando assim o mercado deste produto, e por
consequéncia garantindo um maior valor agregado aos produtos naturais
provenientes da biodiversidade brasileira, contribuindo, dessa forma, para o
desenvolvimento sustentavel dos produtores rurais e inclusdo social devido o

interesse farmacéutico, quimico, agricola e industrial.
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Abstract: Copaiba oleoresins are exuded from the trunks of trees of the Copaifera species
(Leguminosae-Caesalpinoideae). This oleoresin is a solution of diterpenoids, especially,
mono- and di-acids, solubilized by sesquiterpene hydrocarbons. The sesquiterpenes and
diterpenes (labdane, clerodane and kaurane skeletons) are different for each Copaifera
species and have been linked to several reported biological activities, ranging from
anti-tumoral to embriotoxic effects. This review presents all the substances already

described in this oleoresin, together with structures and activities of its main terpenoids.

Keywords: copaiba oil; oleoresin; sesquiterpenes; diterpenes; pharmacological activities

1. Introduction

The Copaiba oleoresin is obtained from the trunk of several Copaifera L. species
(Leguminosae-Caesalpinoideae). These trees are native to the tropical regions of Latin America and
Western Africa. There are more than twenty species occurring in the Brazilian territory, the most
abundant being C. officinalis 1., C. guianensis Desf., C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne,
C. confertiflora Bth., C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart. and C. cearensis Huber ex
Ducke [1-3].
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Copaiba oleoresin is widely used as a popular medicine, through topical and oral administration. It
has various ethnopharmacological indications, including: gonorrhea, bronchitis, pains in general, back
pain, injury, blennorrhagia, leucorrhea, psoriasis, “catarro da bexiga”, wounds, asthma, as an antiseptic
for wounds, skin ulcers, aching joints, ovarian cysts, uterine myoma, weak uterus, vaginal discharge,
ovarian problem, ulcers, sore throat, uterine infections, general inflammations, as a tonic and to treat
ulcers and other digestive diseases, and cancer, and leishmanioses [4-12].

Many studies have been performed in order to confirm these properties scientifically, and validate
the widespread use of this oleoresin and its various pharmacological activities. Despite the many
published papers, some of the data on the chemical composition and pharmacological activity of
copaiba oleoresin remains contradictory. This study aims to expand knowledge about the chemical
composition, biological activities and pharmacological actions of copaiba oleoresin and its

major constituents.
2. Biological Studies with Crude Copaiba Oleoresins

Athough many species of Copaifera have been decribed, only nine of those have some biological
study in the literature that evaluates the traditional uses. In some cases, these studies do not
discriminate among the Copaifera species being studied, sometimes using commercial copaiba
oleoresins. Table 1 shows all the biological and pharmacological activities that have been already

tested for Copaifera oleoresins.

Table 1. Biological activities tested in different species of Copaifera oleoresins.

Species Biological activity evaluated Ref.
Antimicrobial [13]
C. cearensis Huber ex Ducke Anti-inflammatory [14]
Antileishmanial [15]
antiproliferative [16]
Antimutagenic [17]
C. duckei Dwyer Embriotoxicity [18]
Anti-inflammatory [19]
Analgesic [19]
Antimicrobial [13,20-23]
€. langsdonfi Dest Attenuation of.ischemia/reperfusi.on-induced ir.ltestinal [24]
Gastroprotective effect on experimental gastric ulcer [25]
models in rats
Ischemia-Reperfusion of Randomized Skin Flaps [26]
Antileishmanial [15]
Wound Healing [27-29]
C. langsdorffii Dest. Antioxidant [30]
Insecticide [31]
Anti-inflammatory [32,33]

Antimutagenic [34]
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Table 1. Cont.
Species Biological activity evaluated Ref.
C. lucens Dwyer An_tin_licrobie_tl [13]
Antileishmanial [15]
C. martii Hayne An.tin.licrobie?l [13]
Antileishmanial [15,35]
Anti-inflammatory [14,36-38]
Antimicrobial [13,39-42]
C. multijuga Hayne A.ntitlllmor. [43.44]
Antinociceptive [36.,45]
Antileishmanial [15]
Healing [46]
Antimicrobial [13,22,23,47,48]
Antischemic [49]
o Anti-inflammatory [50]
C. officinalis (Jacq.) L. Antileishmanial [15]
Inhibition of human leukocyte elastase [51]
Effect Antitumor (Walker 256 carcinoma) [52]
Antimicrobial [13]
g (Hecog) Deyer Antileishmanial [15,53]
Antiinflammatory [14]
Antimicrobial [13,54]
Inseticide [55-58]
Antinociceptive [45]
C. reticulata Ducke Teratogenicity and embriotoxicity [59]
Toxicity [60]
Antileishmanial [15,61]
Wound Healing [62,63]
Anxiolytic [64]
Antimicrobial [40]
C. sp. (commercial copaiba Anti-inflammatory [65,66]
oleoresins) Skin perfusion [67]
Insecticide [68-71]

Of the various ethnopharmacological indications of copaiba oleoresins,

some, such as

anti-inflammatory, wound healing, antimicrobial, antileishmanial, larvicidal, antineoplasic and

antinoceptive activities have been confirmed by pharmacological studies, as will be detailed below.

The very first study aiming to demonstrate the anti-inflammatory activity of copaiba oleoresin was

performed by Basile et al. [65]. The activity found was related to the anti-oedematogenic effect
observed in carragenin induced rat paw oedema, and was later confirmed by Veiga, Jr. ef al. [66]. This
later study also showed that the activity varies with copaiba oleoresins from different species, and
using different flogistic agents. All these studies were performed with commercial copaiba oleoresins,
but without identifying the individual species. Baylac and Racine [50] showed that C. officinalis

oleoresin causes 7 vifro inhibition of 3-lipoxygenases, an important enzyme of the inflammatory
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cascade. The same authors [51] showed that the copaiba oleoresin obtained from C. officinalis was not
capable of causing in vitro inhibition of HLE (Human leukocyte elastase), one of the main proteases in
the neutrophils, which play an important role in the pathogenesis of many inflammatory disorders.

Veiga, Jr. et al. [14] evaluated the anti-inflammatory activity of three different copaiba oleoresins
(C. multijuga Hayne, C. cearensis Huber ex Ducke and C. reticulata Ducke), and demonstrated that
although similar in composition, they showed different activities. The assay was evaluated in vitro by
measuring NO production by murine macrophages and in vivo using the zymosan induced pleurisy
model in mice. The C. multijuga Hayne oleoresin was the most potent, inhibiting the NO production at
a low concentration (5 ug/mL). The oleoresins from C. cearensis and C. reticulata presented similar
activities but with less intensity (50 ug/mL and 500 pg/ml, respectively). Veiga, Jr. et al [37]
evaluated and afirmed that the crude C. multifuga Hayne oleoresin and its fractions (hexane,
dichloromethane and methanolic) have anti-inflammatory properties against carrageenan- and
bradykinin-induced oedema formation in the rat paw. Gomes ef al. [36] suggest that C. multijuga
Hayne oleoresin has anti-inflammatory activity by inhibiting histamine and the serotonine pathways.
The C. duckei Dwyer oleoresin demonstrated anti-oedematogenic effect observed on carragenin
induced rat paw oedema [19]. Araujo, Jr. et al. [49] studied the anti-inflammatory activity of
C. oficinalis oleoresin in aminotransferases in rats submitted to hepatic ischemic and reperfusion, and
found that it presented no activity. In a similar study, Brito et al. [38] evaluated the effect of the
oleoresin of C. multijuga on urea and creatinine serum levels in rats submitted to ischemia and
reperfusion kidney. They observed a decrease in vascular permeability to proinflammatory agents
caused by copaiba oleoresin, when in turn, decreased the migration of toxic agents to the renal
parenchyma, thereby mitigating the damage of this organ. Nogueira Neto et al. [33] tested the
C. langsdorffii oleoresin on endometriosis foci in female rats, and found significant histological
changes, with a reduction in volume of the endometrioses.

The strong healing activity of copaiba oleoresins is one of the properties most frequently cited
in ethnopharmacological studies. Despite this fact, the pharmacological studies are controversial.
Brito et al. [62,63] observed that wounded rats treated with copaiba oleoresin obtained from C. reticulata
took longer to heal and showed more inflammation than the control animals (saline). Similar results
were obtained by Vieira et al. [28], who found that copaiba oleoresin from C. langsdorffii impairs the
normal process of wound repair in the presence of a foreign body. Westphal et al. [46] observed an
increase in tissue inflammation in rats treated by intrapleural injection of C. multijuga oleoresin. Also,
according to Comelli, Jr et al. [29] the crude C. langsdoffii oleoresin has no effect on wound healing in
intestinal mucosa of rats oil-treated orally. On the other hand, Paiva et al. [27] investigated the activity
of wound healing in rats treated with copaiba oleoresin from C. langsdorffii, and obtained results that
allowed them to affirm the benefits of this copaiba oleoresin, justifying its traditional use. These
contradictory results may be due to the fact that oleoresins have different sources, because
depending on environmental factors, plants produce different metabolites that can directly influence
the activity [72].

Antimicrobial activity of oleoresin of copaiba is one of the most frequently studied properties,
and various works have evaluated its antimicrobial activity against the following bacteria: Escherichia
coli [21,39], Staphylococcus aureus [13,20,23,39,40,54], Pseudomonas aeruginosa [23,39],
methicillin-resistant S. aureus [13], Listeria monocytogenes [21], Staphylococcus epidermidis [13],
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Bacillus subtilis [13,20,40], Streptococcus mutans [47], Streptococcus salivarius [47], Streptococcus
pyogenes [47], Proteus mirabilis [13,23], Klebsiella pneumoniae [13,23], Shigella flexinerii [13,23],
Enterobacter cloacae [13)], Enterococcus faecalis [13,47], Citrobacter freundi [23], Actinobacillus
pleuropneumoniae (23], Haemophilus parasuis [23], Paenibacillus alginolyticus [48], P. pabuli [48],
P. azotofixans [48], P. borealis [48], P. gluconolyticus [48], P. validus [48], P. thiaminolyticus [48]
and P. larvae [48]; yeasts: Candida albicans [13], C. parapsilosis [13,41,42], C. tropicalis [13,41,42]
and C. guilliermondii [41,42]; and fungi: Aspergillus flavus[41,42], A. niger [41,42], A. tamari [41,42],
A. terreus [41,42], Trichophyton rubrum [13], T. mentagrophytes [13], Microsporum canis [13] and
M. gypseum [13].

Copaiba oleoresin from C. multijuga showed antimicrobial activity against E. coli, S. aureus and
P. aeruginosa [39]. However, Pacheco et al. [40] did not observe any activity of the copaiba oleoresin
from C. multijuga against S. aureus (or against any other bacteria analyzed). The authors also mention
that another copaiba oleoresin (species not identified) showed no activity against B. subtilis and
S. aureus. The fungicidal activity fungicida of C. multijuga oleoresin in natura, and a volatile fraction
obtained of the hydrodistillation of this oleoresin, were evaluated in vitro against filamentous fungi
(Aspergillus) and yeast (Candida). Samples were compared with the antibiotic drug Miconazole nitrate
(MIC = 0.1-0.5 pg/mL), the volatile fraction being more active (MIC = 0.08-0.5 pg/mL) [41,42].

Oleoresins obtained from the species C. martii, C. officinalis and C. reticulata showed in vitro
bactericidal activity against S. aureus, methicillin-resistant S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, and
E. faecalis with minimum inhibitory concentrations ranging from 31.3-62.5 pg/mL [13]. The oleoresin
from C. reticulata showed high activity against S. aureus multidrug resistant (MIC = 2.5 pg/mlL) and
S. aureus ATCC strains (MIC = 5.0 pg/mL) [54]. Pieri et al. [47] showed the ability of the C. officinalis
oleoresin to inhibit bacterial adhesion in dog’s teeth by clinical and microbiological trials.

Antimicrobial activity of two solutions containing oleoresins of two different species of Copaifera
was tested against 27 strains of Escherichia coli obtained from mastitic milk of animal origin. The
solution of C. langsdorffii oleoresin inhibited the growth of eight strains and another solution
containing C. officinalis inhibited the growth of seven isolates. The results of this study suggest that
the copaiba oleoresin may be a potential source of new and selective antimicrobial agents [22].
Pieri et al. [21] found that C. langsdorffii oleoresin did not alter its antimicrobial activity against
bacteria of the Listeria monocytogenes species after exposure to high temperatures in an autoclave. In
another study, two copaiba oleoresins were evaluated for antibacterial activity against pathogenic
species of interest to animal and human health. The C. langsdorffii and C. officinalis oleoresins
showed activities against E. coli, P. aeruginosa, S. flexneri and S. aureus [23]. Santos et al. [48]
demonstrated that the essential oil of C. officinalis presents high activity against Paenibacillus species.
These results show that some copaiba oleoresins have antimicrobial activity, confirming the findings
of the ethnopharmacological studies.

The studies of Paiva et al. [25] with C. langsdorffii copaiba oleoresin found a reduction in gastric
wounds induced by ethanol, and a hypothermic restraint-stress in the indomethacin model mediated
through its effect on mucus production and by its antiacid secretory properties. Later, Paiva et al. [24]
demonstrated the protector activity of this oleoresin against ischemia/reperfusion-induced intestinal
tissue damage.
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The anticancer activity of copaiba oleoresins from some species has been studied using
diverse models. The C. multijuga oleoresin and its (hexane and chloroform) fractions obtained by
fractionation using KOH impregnated gel column chromatography demonstrated significant inhibitory
effect on Erlich tumor-bearing mice [44], and found that it reduced the growth of melanoma cells on
mice [43], both after oral administration, confirming its use by traditional medicine. However,
Brito et al. [52] found that the species C. officinalis stimulated the tumor growth of Walker 256
carcinoma inoculated into the vagina and uterine cervix of rats.

Gomes et al. [45] observed a central and peripheral antinociceptive activity in two copaiba
oleoresins (C. multijuga and C. reticulata), and suggest that fractions (hexane, chloroform and
methanol) obtained from C. multijuga oleoresin after a KOH impregnated gel column chromatography
have antinociceptive effect mediated by the opioid receptors [36]. Carvalho et al. [19] demonstrated
the existence of analgesic activity from C. duckei Dwyer oleoresin by intraperitoneal administration of
acetic acid solution in mice.

The mutagenic and cytotoxic activity of C. langsdorffii oleoresin were evaluated in erythrocytes of
Mus musculos mice treated with crude oleoresin by oral administration, in which dose-dependant toxic
capacity was found [34]. The mutagenic and cytotoxic activities of C. duckei oleoresin were evaluated
in Wistar rats by dermal application, and was found to have no toxicity to the peripheral blood
reticulocytes and bone marrow cells [17]. In another study, the acude toxic and neurotoxic effects of
C. reticulata oleoresin administered orally to the Wistar rats species were evaluated, presenting low
mortality and a very high toxic dose [60]. The same author evaluated the embriotoxicity of oleoresin
from C. reticulata in pregnant rats. The oleoresin was toxic to the mother and embryotoxic, but not
letal at any dose level [59].

Lima ef al. [18] performed a pre-clinical trial in Wistar rats (Rattus norvegicus) of a vaginal cream
containing 2.5% of C. duckei oleoresin. This study demonstrated the absence of maternal toxicity,
embryofoetotoxicity and fetotoxicity at the dose administered (10 times that recommended in humans),
and it was concluded that the vaginal cream is safe during pregnancy.

The anxiolytic activity was evaluated in an ethological study in rats treated with C. reticulata
oleoresin. The studies demonstrated that copaiba oleoresin produced dose-dependent anxiolytic-like
effects across all the dose ranges tested, within conventional and ethological parameters, without
adversely affecting general activity [64].

Many studies still report insecticidal activity of great interest in popular knowledge, such as
C. reticulata oleoresin tested for its insecticidal activities against the Japanese termite (Reticulitermes
speratus Kolbe) using a fumigation bioassay, which did not demonstrate insecticidal activity [57].

A study evaluated the use of commercially available insect repellents used by military personnel in
a jungle environment in the Amazon region. The repellent DEET (N, N-diethyl-3-methylbenzamide)
was compared with natural oil-repellents containing Copaifera spp. oleoresin. The results showed a
higher degree of perceived protection against damage caused by insects with the repellant containing
copaiba oleoresin [68].

The acaricidal activity of oleoresinous extract from C. reticulata was investigated, larval mortality
was tested after treatment with a solution containing the oleoresin, and the concentration was evaluated

to determine lethal concentrations [58].
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Larvicidal activity of C. reficulata oleoresin was observed for Culex quinquefasciatus, the main
transmitter of Bancroftian filariasis [56]. Copaiba oleoresins from C. langsdorffii showed significant
activities against Aedes aegypti (I.Cso = 41 pg/L) in the larvicidal assay [31]. Another study
demonstrated the potential of Copaifera spp. oleoresin to inhibit 4. aegypti proliferation, showing
larvicidal activity at low concentrations (LCso = 44-51 mg/mL), and a gradual reduction in activity
was observed over several days [69]. Silva et al. [55] showed that the hexanic and methanolic fractions
of oleoresin from C. reticulata exhibited high toxicity against A. aegypti larvae. Prophiro et al. [71]
investigated the efficiency of solution prepared with Copaifera spp. oleoresin as a larvicide in wild
populations of 4. aegypti with resistence to organophosphate, showing larvicidal activity in all
concentrations tested. The same author studied the start time of larvicidal activity, residual effect, and
the effect of very low concentrations of this oleoresin on A. aegypti; the results demonstrated a lethal
effect between the first 2 and 3 h of larval development, with the toxic effect remaining totally
effective (100% mortality) until the sixth day for Copaifera sp. (90 mg/L) [70].

Santos ef al. [15] screened eight different Brazilian copaiba oleoresins for antileishmanial activity,
and observed a variable level of activity against Leishmania amazonensis (ICso = 5.0 to 22 ug/mlL),
with the oleoresin from C. reticulata showing the strongest antileishmanial activity (ICso = 5 ug mL_l)
for promastigote forms of L. amazonensis after 72 h of incubation. Kvist ef al. [53] observed moderate
leismanicide activity for C. paupera oleoresin (ICsp = 17 pg/mL), lower than that found by
Santos et al. [15], that was ICso = 11 pg/mL. The oral treatment with C. martii oleoresin showed a
significant reduction in the average lesion size (1.1 + 0.4 mm) caused by L. amazonensis when
compared with untreated mice (4.4 + 1.3 mm), and histopathological evaluation did not reveal any
changes in the animals treated with copaiba oleoresin, compared with the control animals. In this
study, morphological and ultrastructural analyses demonstrated notable changes in parasite cells
treated with this oleoresin [35]. Significant antileishmanial activity of copaiba oleoresin from
C. reticulata was demonstrated against axenic amastigote (ICsp = 15.0 pg/ml) and intracellular
amastigote (ICso = 20.0 ug/mL), forms of the parasite L. amazonensis [61].

Copaiba oleoresin is also used by the cosmetics and varnish industries [12]. Oliveira et al. [67]
observed that copaiba oleoresin has potential for use in topical formulation, as a stimulant agent for the
absorption of hydrofilic bioactive substances. Despite the high volume of published works on copaiba
oleoresin and its biological activities, there are few references that identifiy the compounds responsible
for its biological activity.

3. Chemical Composition of Copaiba Oleoresins

Copaiba oleoresin is a transparent liquid with variable colour and viscosity. It consists of a mixture
of sesquiterpenes and diterpenes. The oldest chemical study with copaiba oleoresin dates back to the
beginning of the 19th century, when Schweitzer, in 1829, described how copaiba oleoresin, when left
standing, turned into a solid substance and crystallized. He called this substance copaivic acid [12]. It
is difficult to say precisely what the structure of this substance was, due to the lack of information
described, and the unavailability of identification techniques at that time.

A review article from 2002 listed the sesquiterpenes and diterpenes described in the literature on

copaiba oleoresins [12]. New substances and other undescribed terpenoids have been published since
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then. At least 38 other sesquiterpenes were identified. Of these, 35 were found in oleoresins
of C. duckei, C. paupera, C. piresii, C. pubiflora and C. reticulata: cyclosativene [73-76],
7-episesquithujene [76], cyperene [76], cis-a-bergamotene [73,76], trans-o-bergamotene [73-76],
(Z)-B-farnesene [75,76], guaia-6,9-diene [76], epi-B-santalene [73,76], (E)-B-farnesene [73,76],
sesquisabinene [76], 4,5-diepiaristolochene [76], germacrene A, [74], trans-cadina-1(6),4-diene [74],
B-chamigrene [73,76], cis-B-guaiene [76]; viridiflorene [76], y-gurjunene [73], y-curcumene [73],
epi-cubebol [74], valencene [73,76], trans-B-guaiene [76], (E,E)-a-farnesene [76], (£)-a-bisabolene
[73,75,76], a-bulnesene [73], B-curcumene [73], (Z)-y-bisabolene [76], 7-epi-a-selinene, [74-76],
trans-cadina-1(2),4-diene [74], (E)-y-bisabolene [73,75,76], globulol [74], humulene epoxide II [75],
epi-cubenol [74], cubenol, [74], epi-a-muurolol [74] and epi-B-bisabolol [73]. From hydrodistillation
of the C. langsdorffi and C. martii oleoresins, a further identified three sesquiterpenes were identified:
seline-3,7(11)-diene [77], a-calacorene [78] and gleenol [78]. Even with the great variation that the
chemical composition of these oleoresins usually presents, B-caryophyllene, considered a chemical
marker of these oleoresins, is usually the major constituent [79]. However, a-copaene was the major
constituent of samples of C. paupera and C. piresii oleoresins collected in Acre and Rondodnia,
respectively [74], and was also the major constituent in the samples of C. martii oleoresins collected in
Par4, subjected to hydrodistillation [78]. Meanwhile, B-bisabolene was the major constituent in several
samples of C. duckei and C. reticulata collected in Para [73,75].

As for the diterpenes, at least 15 other diterpenes not reported in the review article of 2002 were
identified, including four with kaurane-type skeletons: ent-kaur-16-ene [80], ent-kaur-16-en-19-al [80],
19-nor-kaur-16-en-4a-ol [80,81] and ent-kaur-16-en-19-ol [80]; three of clerodane-type skeleton:
clerodan-15,18-dioic acid [82], 7a-acetoxyhardwickiic acid [83] and 7a-acetoxybacchotricuneatin D [84];
and eight with labdane-type skeletons: ent-4-epi-agathic acid [81], 3-hydroxycopalic acid [85],
3-acetoxy-copalic acid [79], 14, 15-dinorlabd-8(17)-en-13-one [86], (-)-3-B-hydroxy-15,16-dinorlabd-
8(17)-ene-13-one [84], (-)-15,16-dinorlabd-8(17)-en-3P,13-diol [87], (-)-13(R)-14,15-dinorlabd-8(17)-
ene-3,13-diol [88] and pauperol [86].

There are some doubts as to the exact structures of these two last diterpenes. The ent-dinorlabdane
(-)>13(R)-14,15-dinorlabd-8(17)-ene-3,13-diol, was isolated from a commercial copaiba oleoresin [88].
This substance may have been degraded from 3-hydroxycopalic acid, since the oleoresin, without
identification, would have been exposed to light and temperature conditions that could lead to loss of
part of the side chain. The other is a C35 methyl ester, a substance produced by the coupling of a labdanoic
diterpene and a sesquiterpene alcohol, giving the ester pauperol, isolated from C. paupera [86].
Indeed, this substance may not be originally present in the oleoresin, since the authors report that they
performed esterification (diazomethane) prior to the isolation.

The perfume and cosmetics industries have shown great interest in the sesquiterpene fraction, which
is responsible for the aroma of copaiba oleoresin. The commercial value of concentrates of
sesquiterpenes of Copaifera is as much as six hundred times higher than that of the whole copaiba
oleoresin. Sant’Anna et al. [89] evaluated the volatile fraction of C. multijuga oleoresin and indicated
minor compounds such as é-cadinene, d-cadinol, (£)-a-santalol, caryophyllene oxide, a-cadinol and
T-muurolol as the most intense compounds in the aroma of the copaiba oleoresin studied. Chiral
GC-O-MS proved (+)-6 cadinene to be the only enantiomer present in the oleoresin, with a sweet,
green, refreshing aroma.
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3.1. Pharmacological Activities of the Main Sesquiterpenes from Copaiba Oleoresin

Many studies have shown that sesquiterpenes are the main substances present in copaiba oleoresins.
Sometimes, these account for more than 90% of their composition. Because they are the major
components, many of the pharmacological activities of copaiba oleoresins are attributed to the main
sesquiterpenes from the oleoresin. However, the pharmacological effect of the oleoresin, cannot be
attributed to just one constituent, because the constituents present in oleoresin may interact
synergistically in the promotion of the activity observed.

The main sesquiterpenes found in copaiba oleoresins are: B-caryophyllene, caryophyllene oxide,
a-humulene, d-cadinene, o-cadinol, o-cubebene, o- and p-selinene, PB-elemene, a-copaene,
trans-a-bergamotene, and B-bisabolene (Figure 1).

Figure 1. Main sesquiterpenes detected in copaiba oleoresin.
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Some of the sesquiterpenes are major components in the oleoresin and others, although present in
minor proportions, are often detected. Some studies of the pharmacological activities of some of the
main sesquiterpenes found in the copaiba oleoresin are described below.

The sesquiterpenes B-caryophyllene and its oxide are both commonly found in copaiba oleoresins
and in many other plant species [90,91]. Cascon et al. [79] suggested that caryophyllene oxide is
possibly an oxidative artefact produced during storage of oleoresin. Several biological activities are
attributed to B-caryophyllene, such as insecticidal [92,93], antimicrobial [94,95], local anaesthetic [96],
anticarcinogenic [97-101], and anti-inflammatory [90,91] activities.

Rodilla et al. [92] isolated B-caryophyllene and its oxide from Laurus novocanariensis leaves
essential oil and they showed that both were strong antifeedants to Leptinotarsa decemlineata and
Spodoptera littoralis. Another study demonstrated the repellent effect of caryophyllene oxide against
Anopheles gambiae [93]. The sesquiterpenes B-caryophyllene and caryophyllene oxide, isolated from
the oil of Calocedrus formosana leaves, presented antitermitic activity and antifungal activity against
L. sulphureus [95]. Goren et al. [94] reported that B-caryophyllene presented antimicrobial activity
against E. coli, S. aureus, K. pneumonia, P. aeruginosa and C. albicans, and caryophyllene oxide
showed activity only for C. albicans. Ghelardini et al. [96] demonstrated that B-caryophyllene has a
strong local anaesthetic action.

Many authors have reported the anticarcinogenic properties of B-caryophyllene. According to
Silva et al. [97] and Kubo et al. [98], this sesquiterpene exhibits cytotoxic activity against several solid
tumor cell lines. A previous study showed that B-caryophyllene exhibited antiproliferative activity in
human renal adenocarcinoma and amelanotic melanoma cells [102]. Futhermore, B-caryophyllene has
also been reported to increase the anticancer activity of a-humulene, isocaryophyllene and paclitaxel
against tumour cell lines [101]. In study by Zheng et al. [99], the compounds: B-caryophyllene,
B-caryophyllene oxide, and a-humulene (all present in the copaiba oleoresins) showed significant
activity as inducers of the detoxifying enzyme glutathione S-transferase in mouse liver and small
intestine. Finally, antimutagenic activity of the B-caryophyllene was observed by Di Sotto et al. [100].
According to the authors, this sesquiterpene was able to protect human lymphocytes cultivated with
genotoxic damage induced by ethylic methanesulfonate and colcemid.

Many studies have also confirmed the anti-inflammatory activity of B-caryophyllene and/or
caryophyllene oxide. Tung et al [90] studied anti-inflammatory activities of essential oil from
Cinnamomum osmophloeum twigs and its main constituents. In this study, the sesquiterpenes
B-caryophyllene and its oxide exhibited excellent anti-inflammatory activities in suppressing nitric
oxide production by LPS-stimulated macrophages. In other studies, caryophyllene oxide showed
significant central as well as peripheral analgesic, along with anti-inflammatory, activity [91] and
showed inhibitory effect on histamine-induced contraction in guinea pig ileum [103]. Cho et al. [104]
demonstrated the ameliorative effect of oral administration of B-caryophyllene in mice on
experimental colitis induced by dextran sulfate sodium.

The sesquiterpenes B-caryophyllene and a-humulene, isolated from Cordia verbenacea leaves
essential oil, showed systemic anti-inflammatory activity in rat paw oedema induced by carregeenin,
bradykinin, P Substance, histamin and plaquetary activating fator (PAF), and also oedema induced by
Apis mellifera venom or ovalbumin in sensitized rats. In the same paper, a decreasing in TNF level
was observed, without this affecting the production of interleukin-1 [105]. The link between isolated
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a-humulene and B-caryophyllene and the release of inflammatory mediators, such as bradykinin, FAP,
histamine, interleukin-1B, TNF and prostaglandins, was observed, together with COX-2 inhibition
NF-KB [106].

Likewise, a solution of o-humulene and B-caryophyllene showed action against allergy-related
inflammation in an experimental model in which this solution was used to treat mice sensitized with
oral or nasal administration. a-Humulene showed activity even in therapeutic or preventive treatments,
reducing the eotaxin and interleukin-5 levels of the mediastine lymph nodes (in vitro), a result not
shown for B-caryophyllene. o-Humulene also reduced the nuclear transcription factor (NF-KB),
P-selectin expression in the lung tissue and mucus secretion from the lungs, results that suggest its
potential use for the treatment of asthma and allergy-related inflammatory diseases [107]. Furthermore,
a-humulene showed cytotoxity activity against several solid tumor cell lines, including breast cancer
adenocarcinoma, prostatic adenocarcinoma, lung carcinoma, colon adenocarcinoma lines, and human
melanoma cell line, besides mouse colon cell line. The authors suggested that the cytotoxicity of
a-humulene resulted in cellular glutathione depletion and reactive oxygen species production [108].

Other common sesquiterpenes in the copaiba oleoresin are d-cadinene and o-cadinol. 3-Cadinene
inhibited the growth of Streptococcus mutans (one of the most important cariogenic bacteria) and
Propionibacterium acnes (one of the bacteria responsible for acne) [109]. Pérez-Lopez et al. [110]
performed a bioassay-guided fractionation of the essential oil obtained from the fruit of Schinus molle
against S. pmeumonia resistant to conventional antibiotics, which led to the identification of
d-cadinene as the principal active constituent (MIC of 31.25 pug/mlL) from the oil.

Previous studies have reported that o-cadinol showed antitermitic activity [95], insecticidal
activity against yellow fever mosquito larvae, and was selectively cytotoxic against human colon
adeno-carcinoma [111]. Furthermore, it exhibited antifungal activity against C. versicolor [112] and
L. sulphureus [95,112].

Elemene is mainly composed of B- and 8- and y-elemene, with B-elemene accounting for 60%—72%
of all three isoforms [113]. B-Elemene is a broad-spectrum antitumor agent. It has been shown that this
sesquiterpene is an effective treatment for various types of cancer, including gastric [114], lung [115],
laryngeal [116], ovarian [117], brain [118], prostate [119] cancer, and leukemia [120].

Liu et al. [114] investigated the anti-tumor effect of B-elemene on human gastric cancer cells, and
the molecular mechanism involved. The data provides the first evidence that B-elemene induces protective
autophagy and prevents human gastric cancer cells from undergoing apoptosis. Wang et al. [115]
indicated that human lung carcinoma cells were more sensitive to B-elemene than the others.

The inhibitory effects and mechanism of elemene were also investigated in the growth of laryngeal
cancer cells in vitro and in vivo, transplanting cell subcutaneously to BALB/c nude mice to produce
solid tumors. Increased apoptosis was observed in elemene administered cells. /n vivo, the growth
of HEp-2 cell-transplanted tumors in nude mice was inhibited by intraperitoneal injection of
elemene [116].

Li et al. [117] showed that B-elemene inhibited the proliferation of cisplatin resistant human ovarian
cancer cells and their parental cells, but had only a marginal effect in human ovary cells, indicating
differential inhibitory effects on cell growth when comparing ovarian cancer cells with normal ovary
cells. It was also demonstrated for the first time that B-elemene markedly enhanced cisplatin induced
growth inhibition in resistant cells compared to sensitive cells.
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B-Elemene induced the formation of apoptotic bodies and DNA ladder on K562 leukemia cells, an
effect that was dose- and time-dependent in B-elemene treated cells as compared with the untreated
control cells [120]. Moreover, B-elemene has been shown to antagonize glioblastoma (the most
prevalent type of primary brain tumor in adults) cells by inducing apoptosis disrupting the formation of
a key step in maintaining the conformation stability of Hsp90/Raf-1 complex [118].

Another study was performed to assess the effect of B-elemene on prostate cancer cells, as well as
other types of tumour cells, and to determine whether the effect of B-elemene on prostate cancer cell
death was mediated through the induction of apoptosis. It was demonstrated that B-elemene suppresses
the growth and proliferation of prostate cancer cells and other types of tumour cells in vitro [119].

Inhibition of cell proliferation [121] and induction of apoptosis [122] have been proposed as the
underlying mechanism of the anti-tumor effects of B-elemene. Furthermore, several studies have
indicated that B-elemene enhances the cytotoxic effect of radiation in vitro and in vivo. Li et al. [123]
suggested that B-elemene can enhance lung (A549) cell radiosensitivity through the enhancement of
DNA damage and the suppression of DNA repair.

3.2. Pharmacological Activities of the Main Diterpenes from Copaiba Oleoresin

The diterpenes most commonly found in copaiba oleoresins are copalic, polyalthic, hardwickiic,
kaurenoic and ent-kaurenoic acids, together with their derivatives 3-hydroxy-copalic, 3-acetoxy-copalic,
and ent-agathic (Figure 2).

Figure 2. Main diterpenes detected in copaiba oleoresin.

m
s

COH

Y H Co,H

copalic acid kaurenoic acid

/
2 0
o
CO,H
polyalthic acid hardwickiic acid

Copalic acid was first described by Nakano and Djerassi [124], who isolated it from Hymenea
courbaril resin samples. This diterpene is considered a biomarker for this genus Copaifera and some
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studies have been performed to evaluate the antibacterial activities of this substance. It has
been demonstrated to have significant antimicrobial activity against B. subtilis, S. aureus, and
S. epidermidis [86]. Recently, Souza et al. [125] investigated the antimicrobial activity of four
labdane-type diterpenes [(-)-copalic acid, (-)-acetoxycopalic acid, (-)-hydroxycopalic acid and
(-)-agathic acid] isolated from the copaiba oleoresin from C. langsdorffii against a representative panel
of microorganisms responsible for periodontitis. Copalic acid was the most active diterpene, displaying
a very promising MIC value (3.1 g mL™) against the key pathogen (Porphyromonas gingivalis)
involved in this infectious disease. Moreover, it did not exhibit cytotoxicity when tested in human
fibroblasts. In another paper, Souza et al. [126] reported that copalic acid was active against the main
microorganisms responsible for dental caries: Streptococcus salivarius, S. sobrinus, S. mutans,
S. mitis, S. sanguinis and Lactobacillus casei.

Hardwickiic acid is another diterpene that is very common in copaiba oleoresins, being detected in
about 42% of them [127]. Some studies have been performed with this diterpene to determine its
antibicrobial activity [128]. It has shown significant qualitative antibacterial activity against B. subtilis,
S. aureus and Mycobacterium smegmatis. Moreover, hardwickiic acid, isolated from the stem bark of
Irvingia gabonensis, inhibited the growth of several bacteria and fungus species using dilution
methods [129]. However, in a recent study, when it was assayed against a collection of Gram-negative
multidrug-resistant bacteria, the diterpene was inactive [130].

Kaurenoic acid (ent-kaur-16-en-19-oic acid) was first described in 1971 by Ferrari et al. [131].
However, this acid was only detected in copaiba oleoresins in 1998 by Braga et al. [132] who isolated
it from C. cearensis using ion-exchange chromatography. Although this diterpene is present in about
30% of copaiba oleoresins [124], it sometimes cannot be detected by GC because its retention time is
similar to with that of copalic acid, resulting in co-elution. Therefore, it was not possible to distinguish
the kaurenoic (or the copalic) acid [133]. Several pharmacological studies were performed with kauran
acid, to determine it uterine muscle relaxant [134], anti-inflammatory [135], bactericidal [86], and
cytotoxicity [136] effects, activity against Trypanosoma cruzi tripomastigotes [137], genotoxicity
induction [138], and vasodilatory effects [139].

The uterine relaxant effects of kaurenoic acid were reported by Cunha ef al. [134], who isolated this
diterpene from C. langsdorffii oleoresin. Accoding to these authors, kaurenoic acid exerts this relaxant
effect principally through calcium blockade and in part, by the opening of ATP-sensitive potassium
channels. Another study investigated the mechanisms involved in the vasorelaxant action of kaurenoic
acid in isolated aortic rings in rats [139].

According to Cavalcanti ef al. [138], kaurenoic acid has DNA damaging activity in cultured Chinese
hamster fibroblasts (V79 cells) under the conditions of the Comet assays. Costa-Lotufo et al. [136]
indicated the potential cytotoxicity of kaurenoic acid by the destruction of sea urchin embryos, the
inhibition of tumor cell growth and the hemolysis of mouse and human erythrocytes.

Anti-inflammatory activity was reported by Paiva et al. [135] who isolated the kaurenoic acid from
oleoresin of C. langsdorffii Desf. In this study, it was observed that kaurenoic acid prevented tissue
damage in the rat model of acetic acid colitis, an effect which the authors verified through
macroscopic, histological and biochemical changes.

It has been reported also that kaurenoic acid, isolated from C. paupera oleoresin, showed
antibacterial activity against B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis [86]. In other study, kaurenoic acid,
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and some of its derivatives, showed in vitro activity against trypomastigote forms of Trypanosoma
cruzi [137], with kaurenoic acid derivatives presenting less side effects than the acid.

Souza et al. [140] showed that kaurenoic and polyalthic acids (the latter less active) were capable of
promoting inhibition of rhodamine 6G efflux in Saccharomyces cerevisiae with Pdr5p enzyme (protein
that confers multiple drug resistance).

Another diterpene detected in copaiba oleoresin, 3a-hydroxy-kaurenoic acid presented higher
fungitoxic activity against Botrytis cinerea (a phytopathogenic fungus that attacks the flowers, fruits,
leaves, and stems of several plants). The authors suggest that the diterpene probably acts by inhibiting
germination and mycelium growth this fungus [141].

Larvicidal activity has also been reported against 4. aegypti larvae, of two labdane diterpenes
isolated from C. reticulata oleoresin: (-)-3B-hydroxilabd-8(17)-13-dien-15-oic acid and 3-B-acetoxy-
labd-8(17)-13-dien-15-oic acid [142]. In another study, this latter diterpene was reported to cause
death of the 4. aegypti larvae by cell destruction in the midgut [143]. Also, another diterpene present
in copaiba oleoresin, kovalenol, showed potent antitumor activity against IMC carcinoma (murine
tumor) in mice [144].

4. Conclusions

Although many papers have been published on the chemical composition of copaiba oleoresins,
several questions remain unsolved, such as the fingerprint of the chemical composition of the different
species and the presence of biomarkers, probably a combination of sesquiterpenes and diterpernic
acids. Ethnopharmacological studies indicate many activities that are still not fully understood through
pharmacological experiments. Also, the activities of the isolated compounds do not explain the strong
activities of crude oleoresins. Indeed, several substances have being described, and new biological
studies have been published that go some way to unraveling the action mechanism of the isolated
sesquiterpenes and diterpenes. All these topics still require further investigation, as copaiba oil is a
resource on which there is still much work to be done.
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