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RESUMO

As plantas medicinais estdo sendo largamente empregadas para diversas aplicagdes que
vao desde prevencdo até o tratamento de diversas doencas. A espécie Melaleuca
alternifolia é uma planta medicinal rica em Oleo essencial, que tem sido utilizada
atualmente na produg@o de cosméticos e de outras formas farmacéuticas, em virtude das
inimeras atividades, entre elas o seu amplo espectro de agdo antimicrobiana. A vista
disso, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar as
microemulsdes contendo o oOleo essencial de Melaleuca alternifolia (OEM).
Inicialmente houve a andlise de amostras comerciais de OEMs através da Cromatografia
Gasosa/ Espectroscopia de Massas (CG/EM). Apos elucidagao do perfil cromatografico,
o oleo selecionado foi submetido aos testes de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)
e indice de refracdo. Para o desenvolvimento das microemulsdes, elaborou-se o
diagrama de fases na propor¢do 9:1 de tensoativo e co-tensoativo. A caracterizagdo do
sistema foi realizada através das caracteristicas organolépticas, pH, indice de refragdo,
curva de condutividade, Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), microscopia de
luz polarizada, espalhabilidade, bem como avaliou-se o comportamento reologico das
amostras em questdo. Foi desenvolvido e validado um método analitico de CG/EM com
a finalidade de permitir a quantificagdo do OEM. Também foram executados os testes
de centrifugacdo, estresse térmico e ciclo gelo-degelo, para avaliar a estabilidade
preliminar. Também foi realizado testes in vivo a fim de analisar a atividade anti-
inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana da ME. A partir da andlise cromatografica
dos 6leos essenciais foi observado que apenas o OEM da empresa By Samia® estava
dentro do padrdo exigido pela ISO 4730, sendo o mesmo empregado para conducdo do
estudo. Os resultados obtidos pelo FTIR e indice de refragdo observaram que OEM
selecionado estava de acordo com a literatura. Apds a constru¢do do diagrama foi
selecionada a formulagdo com propriedades adequadas para aplicagdo topica, sendo a
incorporagdo do OEM feita na proporgdo 3,45%. Através das andlises de caracterizacao
morfologica foi possivel indicar que o sistema em estudo se trata de uma ME
bicontinua. A formulagdo avaliada apresentou caracteristicas fisico-quimicas que
possibilitam o seu uso pela via topica. Reologicamente, as amostras foram
caracterizadas como um fluido ndo-newtoniano pseudopléstico, apresentando tixotropia.
O método cromatografico desenvolvido apresentou especificidade, precisdo, exatidao,
linearidade com r quadrado superior a 0,99%, limite de deteccdo de 22,16 ppm e limite
de quantificagdo de 73,86 ppm, mostrando-se estd de acordo com as recomendagdes
vigentes. A partir do método de extragdo utilizado obteve-se uma recuperagdo maxima
(100%) do marcador farmacoldgico (terpinen-4-ol). No que diz respeito a estabilidade,
as amostras foram estdveis ao teste de centrifugacdo. Entretanto, houve indicios de
instabilidade nos sistemas nos teste de estresse térmico e ciclo gelo-degelo A partir de
tais resultados, foi possivel concluir que o sistema desenvolvido pode ser promissor
para aplicacdo topica, sendo pertinente a realizagdo testes para avaliar sua atividade. Por
meio do teste /in vivo as ME-OEM mostraram-se eficiente no processo cicatricial de
feridas cutaneas, além demonstrar atividade antibacteriana tanto em bactérias gram-
positivas como em gram-negativas.

Palavras-chaves: Novos sistemas de liberacdo de farmacos. Microemulsdes. Oleo
essencial de Melaleuca alternifolia. Fluidos ndo-newtonianos



ABSTRACT

Medicinal plants are being widely used for various applications ranging from prevention
to the treatment of various diseases. The species Melaleuca alternifolia is a medicinal
plant rich in essential oil, which has been used in the production of cosmetics and other
pharmaceutical forms, due to the innumerable activities, among them its wide spectrum
of antimicrobial action. In view of this, the present work aims to develop and
characterize the microemulsions containing the essential oil of Melaleuca alternifolia
(OEM). Initially there was commercial samples analysis of OEMs through Gas
Chromatography/Mass  Spectroscopy  (CG/MS).  After elucidation of the
chromatographic profile, the selected oil was submitted to the Infrared Spectroscopy
(FTIR) and refractive index tests. For the development of the microemulsions, the phase
diagram in the 9: 1 ratio of surfactant and cosurfactant was elaborated. The
characterization of the system was performed through the organoleptic characteristics,
pH, refractive index, conductivity curve, differential scanning calorimetry (DSC),
polarized light microscopy, scattering, as well as the rheological behavior of the
samples in question An analytical method of CG/MS was developed and validated in
order to allow the quantification of the OEM. The centrifugation, thermal stress and ice-
defrost cycles were also performed to evaluate the preliminary stability. In vivo tests
were also performed to analyze the anti-inflammatory, healing and antimicrobial
activity of ME. From the chromatographic analysis of the essential oils, it was observed
that only the OEM of the company By Samia® was within the standard required by ISO
4730, and it was used to conduct the study. The results obtained by FTIR and refractive
index observed that the selected OEM was in agreement with the literature. After the
construction of the diagram, the formulation with suitable properties for topical
application was selected, with the incorporation of the OEM made in the ratio of
3.45%.Through the analyzes of morphological characterization it was possible to
indicate that the system under study is a bi-continuous ME. The evaluated formulation
presented physical-chemical characteristics that allow its use by the topical route.
Rheologically, the samples were characterized as a non-Newtonian pseudoplastic fluid,
presenting thixotropy. The chromatographic method developed showed specificity,
precision, accuracy, linearity with r squared above 0.99%, limit of detection of 22.16
ppm and limit of quantification of 73.86 ppm, showing to be in accordance with the
current recommendations. A maximal recovery of the pharmacological marker
(terpinen-4-ol) was obtained from the extraction method used. With regard to stability,
the samples were stable to the centrifugation test. However, there were indications of
instability in the systems in the thermal stress and ice-melt cycle tests. From these
results, it was possible to conclude that the developed system may be promising for
topical application, being pertinent to perform tests to evaluate its activity. Through the
in vivo test the ME-OEM proved to be efficient in the healing process of cutaneous
wounds, besides showing antibacterial activity in both gram-positive and gram-negative
bacteria.

Keywords: New drug delivery systems. Microemulsions. Essential oil of Melaleuca
alternifolia. Non-Newtonian fluids.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doengas humanas tem seu
surgimento em tempos pré-historico, sendo até hoje empregadas por 80% da populacdo
mundial como Unico tratamento medicamentoso disponivel, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Essas plantas também estdo sendo amplamente empregadas com
alternativas terapéuticas ou agentes farmacologicamente relevantes, bem como em produtos
biomédicos, farmacéuticos, cosméticos, alimentares, na agricultura e em aplicacdes
veterindrias (MIRANDA, 2014, YADAYV et al., 2016).

O Brasil ¢ um dos paises de maior biodiversidade do planeta por possuir cerca de
20% do numero total de espécies do mundo. Parte desta diversidade de espécies ainda nao
foi investigada em relagdo as suas potencialidades terapéuticas (RIBEIRO et al., 2014).
Entretanto, nas ultimas décadas observou-se a um crescente interesse pela utilizagdo de
plantas medicinais e dos respectivos extratos na terapéutica, possibilitando, em certas
circunstancias, uma ajuda nos cuidados primarios de saude e um complemento terapéutico,
compativel com a medicina convencional (FIRMO et al., 2011).

Os o6leos essenciais constituem uma pequena fracdo na composi¢cdo das plantas,
fornecendo caracteristicas Unicas, como aromaticidade, caracteristica essa que podera
classificar plantas em aromaticas ou ndo-aromadticas, sendo as primeiras amplamente
utilizadas nas industrias farmacéuticas, de alimentos e de fragrancias (MIRANDA, 2014). A
atividade biologica de 6leos essenciais tem sido objeto de intensa investigacdo cientifica,
sendo assim amplamente usadas pela medicina popular no combate a diversos tipos de
infeccdes, por apresentarem um amplo espectro de atividade antimicrobiana, com inibi¢ao
contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos (RASTEIRO, 2011; SAO PEDRO et al.,
2013).

Dentre as plantas medicinais utilizadas encontramos o género Melaleuca,
pertencente a familia Myrtaceae, englobando cerca de 100 espécies nativas da Australia e
Ilhas do Oceano Indico. A Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel., popularmente
conhecida como melaleuca, ¢ uma arvore pequena com cerca de 7 metros de altura,
possuindo casca fina, semelhante a folhas de papel, e folhas afiladas, sendo comumente
conhecida na Australia como “drvore de cha”, florescendo principalmente em dreas de
pantano, proximas de rios (OLIVEIRA, A. et al., 2011).

A importancia economica da Melaleuca alternifolia deve-se ao seu oleo essencial
obtido das folhas por processos de destilacdo por arraste a vapor ou hidrodestilagdo.

Quimicamente, o 6leo essencial de melaleuca (OEM) ¢ constituido por hidrocarbonetos
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terpénicos, como monoterpenos, sesquisterpenos, 1,8-cineol, e terpenen-4-ol. Sendo, uma
representatividade de cerca de 40% da composic¢do do 6leo essencial de terpenen-4-ol, além
de uma relacdo inversamente proporcional a concentragdo do 1,8-cineol presente na planta
(GNATTA, 2012; STUEPP et al., 2013).

Atualmente, o OEM ¢ empregado como agente antimicrobiano contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, fungos e alguns virus, além de demonstrar uma forte
atividade repelente contra mosquitos, pulgas e piolhos. O seu emprego em escala
farmacéutica ou cosmética vai desde a utilizagdo em lesdes, queimaduras, picadas de inseto,
gel para espinhas, cremes vaginais, cremes para a pele até dentifricios (OLIVEIRA A. et al.,
2011; PAZYAR et al., 2013). No entanto, sua utilizacdo de maneira topica deve ser realizada
de maneira cautelosa, uma vez que, o contato do dleo diretamente sobre a pele esta
associado ao desenvolvimento de dermatite de contato alérgica ou irritagdo dérmica
(LAHKAR; DAS; BORA, 2013).

Simultaneamente as pesquisas de fitoterapicos, que sdo ditas como alternativas para
minimizagdo dos efeitos adversos e da resisténcia microbiana aos farmacos alopaticos
existentes, t€ém sido impulsionadas pesquisas utilizando novos sistemas de liberagdo de
farmacos no intuito de se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que
possibilitem administrar os fArmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais reduzidos
(ASSIS, 2014).

E observado um elevado avanco no desenvolvimento de sistemas de liberacio de
farmacos, principalmente na industria farmacéutica. O desenvolvimento de novos sistemas
de liberagdo de farmacos, como lipossomas, microemulsdes, cristais liquidos,
micro/nanoparticulas e dispersdes solidas, t€ém proporcionado o aumento da eficiéncia de
farmacos empregados na terapéutica atual, a reintrodu¢do de outros anteriormente
descartados por suas propriedades indesejaveis e o aperfeicoamento de novos farmacos antes
que sejam usados na terapéutica. Esses sistemas se caracterizam pelo tamanho reduzido das
particulas e principalmente pela compartimentalizacdo de farmacos em ambientes restritos,
podendo, com isso, direciond-los para regides especificas onde deverdo exercer o efeito
farmacologico (URBAN, 2004; MAINARDES et al., 2006; SILVA, 2011; OYAFUSO,
2012).

As microemulsdes sdo conhecidas por serem sistemas termodinamicamente estaveis,
isotropicos e transparentes, composta por mistura de dgua e 6leo e estabilizados por um
filme de compostos tensoativos, localizados na interface 6leo/dgua. Os sistemas de liberacdo

de farmacos coloidais, como por exemplo as microemulsdes, possuem inimeras vantagens,
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como: aumento da solubilizagdo e das taxas de dissolugdo de farmacos; protegem moléculas
instaveis da degradagdo; promovem liberacdo controlada e sustentada; possuem elevada
superficie de contato, facilitando, assim, o transporte extravascular e transdérmico de
principios ativos (OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ et al., 2005; ROSSI et al., 2007,
DAMASCENO et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2013).

As microemulsdes apresentam excelente taxa de penetracdo em camadas profundas
do estrato corneo quando comparadas a formulagdes convencionais, sendo consideradas,
portanto, como sistemas terapéuticos nanoestruturados que apresentam grandes
possibilidades de promover a permeagdo e o direcionamento eficiente de fAirmacos através
da pele, como propriedades de solubilizar farmacos hidrofilicos em meios oleosos,
lipofilicos em meio aquoso e anfifilico na interface 6leo/dgua, além de atuarem como
promotores de permeacdo de varios farmacos, devido ao reduzido tamanho das goticulas
formadas, assim como ao seu alto conteido de tensoativos, leva a uma desordem dos
lipidios da pele (SILVA et al., 2010).

A incorporacdo do OEM em sistemas de liberacdo de farmacos para o tratamento da
mucosa cutdnea como para uma atividade antimicrobiana é favoravel pois tentam superar os
desafios associados a volatilidade, solubilidade e estabilidade deste 6leo (YADAV et al.,
2016). Diante disso, o presente estudo teve por objetivo desenvolver e caracterizar as
microemulsdes contendo o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, assim como avaliar sua

atividade cicatrizante e antimicrobiana in vivo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Fitoterapia

As plantas medicinais sempre tiveram grande importancia na cultura, na medicina e
na alimentagdo das sociedades no mundo. Todavia, o seu emprego vem sendo valorizada
pela sociedade do mundo inteiro e retornou ao status de fonte de produtos medicinais devido
a busca por habitos mais saudaveis de vida, pelo dificil tratamento de certas doengas e
resisténcia microbiana (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIRTRO, 2010; ANTONIO;
TESSER; MORETTI-PIRES, 2013).

No Brasil, a tematica foi levantada em diversas oportunidades, como em 1986, na §*
Conferéncia Nacional de Satde, quando foi recomendada a introducdo das praticas
tradicionais de cura popular no atendimento publico de satide (ROSA; CAMARA; BERIA,
2011). Com a publicacagao da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF no Sistema
Unico de Satde (SUS) em 2006, foi fruto de anos de ensaios referentes a este tema. A
politica de carater nacional recomenda a implantagdo e a implementacdo de agdes e de
servicos no Sistema Unico de Saude (SUS), o que inclui a fitoterapia, com o objetivo de
garantir a prevencdo de agravos, a promocao e a recuperacdo da saude com énfase na
atencgdo basica a satde (SILVA et al., 2012; FONTENELE et al., 2013).

A criagao dessas politicas fornece perspectivas de desenvolvimento de estudos com
as plantas medicinais, o que proporciona ao Brasil um papel de destaque no cendrio mundial
na producdo de medicamentos fitoterapicos, um mercado que cresce percentualmente mais
do que o mercado de medicamentos tradicionais (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES,
2013), bem como uma adequagdo aos niveis de producdo, favorecendo o registro de
fitoterapicos aumentando o acesso da populacdo a essa terapia complementar
(CARVALHO, 2011).

2.2 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia

A melaleuca ¢ uma arvore pertencente a familia Myrtaceae, que se subdivide em
duas subfamilias: Myrtoidea, de ampla ocorréncia na América Tropical, e
Leptospermoideae, que ocorre principalmente na Australia, Malasia e Polinésia. O género
Melaleuca pertence a esta tltima subfamilia, inclui cerca 100 espécies nativas da Australia e
das ilhas do oceano indico (OLIVEIRA, A. et al., 2011; OLIVEIRA, M. et al., 2015; SINGH

et al., 2015). Apesar de serem encontradas diversas espécies de Melaleuca, a nomenclatura
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tea tree oil, diz respeito apenas, a espéciec Melaleuca alternifolia, sendo reconhecido
oficialmente pelo Australian Therapeutic Goods Administration (MIRANTE, 2015).

A arvore apresenta uma casca fina e folhas longas e pontiagudas (figura 1) que,
quando partidas, exalam um forte aroma. Florescem principalmente em areas de pantano e
proximas de rios, atingindo cerca de sete metros de altura, sendo cortadas ap6s 15 meses do
cultivo e recortadas a cada ano, devido ao seu rapido crescimento (SIMOES, et al., 2002;
OLIVEIRA, A. etal., 2011).

Figura 1 — Folha da Melaleuca alternifolia

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/50234334

Tradicionalmente, essa planta apresenta inimeras aplicacdes em virtude das suas
propriedades aromaticas e medicinais, sendo amplamente utilizadas em formulacdes
cosméticas e farmacéuticas, além de atuar como conservante natural. Tais atividades
associam-se a presenca do Oleo essencial, extraidos de suas partes vegetativas, ricos em
mono e sesquiterpenos (MONTEIRO et al., 2014).

No Brasil, a producdao desse 6leo ainda ¢ bastante pequena fazendo com que as
indistrias de cosméticos e casas de produtos naturais obtenham o produto por meio de
importacdo. Essa baixa produ¢ao brasileira estd associada a diversos fatores como a caréncia
de conhecimento técnicos no que diz respeito a produgdo de mudas da espécie (CASTRO et
al., 2005).

A obtengdo do oleo essencial de Melaleuca alternifolia foi realizada pela primeira

vez em 1925, por Arthur Penfold, curador do Museu Australiano de Artes e Ciéncias
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Aplicadas, que também avaliou suas propriedades germicidas com ampla ag@o bacteriana e
antifingica (MIRANDA, 2014).

O uso topico de tal dleo ¢ bastante difundido na Australia, havendo relatos do seu
uso por militares australianos na Segunda Guerra Mundial. A principio, o 6leo foi utilizado
para tratamento de doengas nos pés e na assepsia de feridas, quando suas folhas esmagadas
eram colocadas diretamente no local da lesdo. Nos ultimos anos, transpOs barreiras,
chegando a Europa e America do Norte, onde ¢ comercializado para o tratamento de varias
doengas (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; FLORES, 2011).

2.2.1 Extragao do 6leo

O dleo essencial da Melaleuca ¢ obtido por destilagdo por arraste a vapor ou
hidrodestilagao das folhas da planta, apresentando um rendimento aproximado de 1 mL para
cada 1 kg de planta (0,1%). As principais caracteristicas desse Oleo ¢ uma coloragao
levemente amarelada, transparente, com odor balsamico, herbal (CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006; BACOLLI et al., 2015; MIRANTE 2015).

Inimeros fatores como o solo, o clima, a irriga¢do, a plantacdo, a colheita, a idade da
arvore, a época do ano, influenciam na produgao da substancia ativa na planta, bem como a
forma de extragdo do principio ativo das folhas da M elaleuca alternifolia. Portanto, a partir
destas condigdes € possivel obter concentracdes diferentes dos ativos. O acondicionamento,
transporte e armazenamento também sdo pontos importantes para qualidade do produto
final, uma vez que o armazenamento prolongado ocasiona o aparecimento de produtos de

oxidagdo que sdo os principais alérgenos (HAMMER et al., 2006; MIRANDA, 2014).

2.2.2 Composicao do OEM
O OEM ¢ composto por monoterpenos, sesquiterpenos ¢ seus alcoodis
correspondentes. A composicao desse oleo essencial é regulada pelo padriao internacional

(ISO 4730), que relata as concentragdes maximas e minimas dos seus componentes

majoritarios, conforme a tabela 1 (LAHKAR; DAS; BORA, 2013, BACOLLI et al., 2015).
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Tabela 1 - Componentes majoritarios do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

COMPONENTES COMPOSICAO (%)
I1SO 4730 COMPOSICAO TIPICA
Terpinen-4-ol =30 40, 1
y-terpineno 10 -28 23,0
a-terpineno 5-13 10, 4
1,8-cineol <15 5,1
p=cimeno 0,5-12 2,9
o-terpineol 1,5-8 2,4
a-pineno 1-6 2,6
Terpinoleno 1,5-5 3,1
Limoneno 0,5-4 1,0
&-cadineno Tragos 1,3
Aromadendreno Tragos 1,5
Sabianeno Tragos 0,2
Globulol Tragos 0,2
Viridiflorol Tracgos 0,1

Fonte: MIRANTE (2015); ISO 4730

Os componentes que participam do padrdo internacional foram escolhidos devido a
sua composicdo quimica e sua atividade biologica, sendo os principais constituintes o
terpinen-4-ol, seguido do “—terpineno e o-terpineno (figura 2), aos quais sdo atribuidas o
vasto espectro de atividade antisséptica, antibacteriana, antiinflamatoéria e antiviral

(MIRANTE, 2015).
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Figura 2 - Estrutura dos principais componentes do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

OH

Terpinen-4-ol y-terpineno u-terpineno
Fonte: FLORES, 2011.

O terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da composi¢do desse 6leo, sendo o
componente que detém a principal atividade antimicrobiana, pois induz perda da membrana,
interferindo na integridade e fisiologia bacteriana, assim como os mediadores inflamatorios
como fator de necrose tumoral a (TNF a), interleucinal e 8 e prostaglandinas E, - PGE;
(OLIVEIRA et al., 2011, GNATTA, 2012). Ja o 1,8-cienol ¢ considerado irritante da pele,
podendo aumentar a permeabilidade da membrana facilitando a entrada de outros agentes
antimicrobianos, além de reduzir significativamente a producdo de polissacarideos pelos

monocitos ativados (OLIVEIRA, A. et al., 2011).

2.2.3 Atividades Farmacologica

O OEM tem propriedades antissépticas, antifungicas, parasiticidas naturais, sendo
sua indicacdo desde lesdes, picadas de inseto, gel para espinhas, cremes vaginais, cremes
para a pele até dentifricios. (GARCIA et al., 2009; OLIVEIRA, A. et al., 2011; BACCOLI
et al., 2015). No estudo realizado por Miranda e colaboradores (2014), ¢ relatado o uso do
6leo para resfriados, dor de garganta e gengiva, hemorroidas e infecgdes vaginais. Além
disso, diversos estudos descrevem sobre a aplicacdo desse 6leo por via cutdnea e in Vvitro,
principalmente no que diz respeito ao tratamento de infeccdes (GNATTA, 2012).

Tal oleo essencial demonstra atividade a diversas cepas bacterianas, como por
exemplo: Aeromonas sobria, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Kleibsiella
pneumoniae, Salmonella typhi murium, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Strptococcus pyogenes, Pseudomona saeruginosa, Sreptococcus
pneumoniae, além de apresentar atividade frente a diversas cepas resistentes a antibioticos
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006, OLIVIEIRA, M. et al., 2011;). Oliveira, A. e

colaboradores (2011) demonstram que o OEM, mesmo em concentragdes relativamente
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baixas, tem apresentado eficdcia antimicrobiana contra diversos microrganismos causadores
de lesdes pulpares, demonstrando que essa substancia possui potencial agdo terapcutica em
pacientes com patologias endodonticas. Pazyar e colaboradores (2013) relataram o uso
extensivo de tal o6leo para o tratamento topico de bactérias envolvidas na acne, sendo
sugerido o uso de 5% de OEM no tratamento da Acne vulgaris.

No que diz respeito a atividade antifingica, diversos estudos relatam que tal dleo
apresenta uma vasta atividade frente a cepas de Aspergillu ssp., Cladosporium spp.,
Criptococcus neoformans, Epidermophiton flocossum, além de leveduras, como Candida
spp., dermatofitos e outros fungos filamentosos, apresentando como concentragdo inibitoria
minima (CIM) para sua agdo bactericida entre 0,25% a 2%, dependendo do microrganismo
envolvido ( CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; OLIVIEIRA, M. et al., 2011).

Quanto a atividade antiprotozoaria, o OEM causa uma reducdo de 50% no
crescimento do parasita Leishmania major e Trypanosoma brucei. Além disso, o OEM pode
ser eficaz contra Trichomonas vaginalis, bem como a acaros Sarcoptes scabie (PAZY AR et
al., 2013).

Hart e colaboradores (2000) reportam o potencial de utilizagdo do OEM no controle
topico de reacdes inflamatorias, uma vez que a aplicagdo do 6leo sobre a pele propiciou a
penetracdo dos componentes através de derme vascularizada, permitindo a regulacdo do
processo inflamatorio. Além, de modular a vasodilatagdo e o extravasamento de plasma
associado a inflamacao induzida por histamina (FLORES, 2011, SINGH et al., 2015).

Em relacdo a atividade antitumoral, Pazyar e colaboradores (2013) descreveram que
essa atividade ¢ mediada pela sua indu¢do de uma reorganizacdo de na arquitetura de
lipideos da membrana. Bozzuto e colaboradores (2011) demonstraram em seu estudo que o
OEM ¢ capaz de inibir o crescimento de cultura de células de melanoma resistentes a terapia

usual.

2.2.4 Efeitos Adversos

O OEM pode ser potencialmente toxico se for ingerido em doses elevadas, sendo
observadas na literatura diversas intoxicagdes orais em criangas ¢ adultos. No que se refere a
aplicagdo topica, 0 mesmo na sua forma pura apresenta relativa fototoxicidade. Quando
incorporado em formulagdes, pode acarretar irritacdo dérmica e provocar reagdes alérgicas
dose-dependente em individuos pré-dispostos, bem como dermatite alérgica de contato,
dermatite de contato sistémica, dermatose por IgA linear, reacdes de hipersensibilidade

sistémicas, sendo os principais agentes sensibilizantes os produtos provenientes da
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degradagdo dos seus componentes a exposi¢do & luz, umidade, calor e ar. E valido salientar
que OEM e os seus componentes ndao apresentam potencial genotoxico (FLORES, 2011;

PAZYAR et al., 2013; YADAV et al., 2016).

2.3 Nanotecnologia: carreadores de farmacos

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia que, em termos gerais, trata do desenvolvimento,
obtengdo ¢ caracterizagdo de sistemas de tamanho nanométrico. A pesquisa € o
desenvolvimento em nanotecnologia visam manipular estruturas em nanoescala (0,1-100
nm) e integra-las para formar componentes e sistemas maiores, as possibilidades sdo quase
infinitas. A ciéncia e tecnologia em nanoescala tém atraido consideravel aten¢ao nos ultimos
anos, pela expectativa do impacto que os materiais nanoestruturados podem causar na
melhoria da qualidade de vida e na preservagdo do meio ambiente (MOREIRA, 2013).

Desta forma, nanossistemas de carreamento e liberacdo de farmacos representam
uma parcela significante da nanomedicina (PARK, 2007). O conceito desse tipo de sistemas
de liberacao surgiu na tentativa de reduzir os efeitos adversos dos fArmacos, ampliarem suas
aplicagdes, aumentar as formas de administragdo e solucionar problemas de absor¢ao. Tais
propriedades sdo alcangadas devido a um aumento na solubilidade aparente dos farmacos,
principalmente aqueles com baixa solubilidade, melhorando sua dissolucdo e
biodisponibilidade; proporcionando a sua utilizagdo como sistemas que controlam a
liberacdo de farmacos por meio de uma cinética especifica, logo, favorecem a sua acdo
terapéutica (GUIMARAES, 2013; ASSIS, 2014).

Na atualidade, inimeros sistemas nanoestruturados tém sido desenvolvidos para
administragdo de farmaco pela via cutinea, visando a atuagdo local nas camadas da pele ou
para chegar na corrente sanguinea, desempenhando a funcdo de rota alternativa para
diversos farmacos. Dentre estes sistemas, ¢ possivel destacar lipossomas, nanoparticulas
lipidica solida, nanoesferas, microparticulas, além dos sistemas nanoemulsionados/

microemulsionados e cristais liquidos (CARVALHO, 2012).

2.4 Microemulsdes
2.4.1 Conceito

As microemulsdes (MEs) foram descobertas em 1943 por Hold e Schulman, que as
descreveram como sistemas transparentes formados espontaneamente quando dleo e agua
eram misturados com quantidades elevadas de tensoativo i0nico misturado a um alcool de

cadeia média. Porém, o termo microemulsdo foi utilizado apenas no final da década de 1950
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por Schulman e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2004). Desta forma, outros autores
definiram as MEs como micro dispersdes liquidas contendo dgua, 6leo e tensoativos e que
exibe estabilidade termodinamica e isotropia optica. Entretanto, tal definicdo encontra-se
limitada por ndo levar em consideracdo a microestrutra do sistema, uma vez que a mistura de
6leo, dgua e tensoativos podem levar a formagdo de uma grande variedade de estruturas e
fases (GUIMARAES, 2013; ASSIS, 2014).

Atualmente, as microemulsdes podem ser definidas como um sistema
termodinamicamente estavel, isotropicos, transparentes, de dois liquidos imisciveis,
geralmente agua e 6leo, estabilizados por um filme interfacial de tensoativos localizados na
interface oleo/ agua. A formulagdo de MEs ¢ geralmente composta de trés a cinco
componentes: 6leo, dgua, tensoativo, co-tensoativo e eletrolito (OLIVEIRA et al., 2004;
FORMARIZ et al., 2005; CARVALHO, 2012; PRETO, 2016).

2.4.2 Teorias de formagao

Quando ocorre a mistura de dois liquidos imisciveis, mantendo-se agitacdo
constante, as duas fases tendem, inicialmente, a formar goticulas dispersas de um dos
liquidos no interior do outro. Quando a agitagdo cessa, as goticulas tendem a coalescer e os
liquidos separam-se novamente. Se um tensoativo for adicionado ao sistema, o0 mesmo tende
a se estabilizar, formando um sistema homogéneo com a formacdo de uma fase interna,
dispersa ou descontinua. Desta forma, a formacdo de uma ME ¢ diferenciada das emulsdes,
pois, esses sistemas sdo transparentes ¢ termodinamicamente estaveis (OLIVEIRA et al.,
2004; DAMASCENO et al., 2011). Intimeros fatores podem influenciar no processo de
formagao das microemulsdes, tendo como exemplo as propriedades hidrofilo-lipofilo e
estrutura quimica do tensoativo, bem como tipos de Oleo, técnica de emulsificagdo,
temperatura e etc (OLIVEIRA et al., 2004; FORMARIZ et al., 2005; CARVALHO, 2012).

Existem trés teorias, descritas por Tenjarla (1999), que explicam a formagado de uma
microemulsdo: a teoria da solubilizagdo, a teoria da tensdo interfacial e a teoria
termodinamica.

A teoria de solubilizagdo descreve que a formagdo de uma ME ocorre através de um
intumescimento de micelas, em que a agua ¢ solubilizada nas micelas reversas ou o 6leo ¢
solubilizado em micelas normais (DAMASCENO et al., 2011). J& a teoria da tensdo
interfacial relata que uma tensdo interfacial (¢:) muito baixa ¢ um pré-requisito para a
formacao de MEs, propondo que, ao passo que o numero de moléculas de tensoativo

aumenta por unidade de area na interface 0leo/agua elas comegam a se comprimirem, umas
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ao lado das outras, desenvolvendo uma pressdo lateral bidimensional (v).
Consequentemente, a tensdao de superficie na interface reduz proporcionalmente com a
elevacdo dessa pressdo e com a diminuigdo da tensdo original entre o 6leo e a agua (v O/A),
causada apods o potencial quimico do(s) tensoativo(s) em cada fase ter sido equalizado por

particdo (v O/A — (v O/A) a), de acordo com a Equagdo 1 (ASSIS, 2014).

vi=(y O/A)a-n  (Equacdo 1)

Deste modo, com o aumento da drea interfacial por um aumento de m, a = se
aproxima de zero, facilitando a dispersdo de uma fase na outra. Esse resultado demonstra
que os tensoativos de carater muito hidrofilicos ou lipofilicos sdo desfavoraveis para a
formulacdo de MEs, mesmo com utilizagdo de co-tensoativos, pois mesmo com a adi¢ao
desses compostos, a tensdo interfacial ndo diminuird suficientemente para a formagao de um
sistema microemulsionado (OLIVEIRA et al., 2004; DAMASCENO et al., 2011; ASSIS,
2014).

A terceira teoria refere-se a lei da termodinadmica diz que a energia livre de Gibbs (G)
deve se tornar negativa para a formagdo espontinea de uma ME termodinamicamente
estavel. Esse fendmeno, em condigdes de temperatura constante, pode ser expresso

conforme a Equagao 2:

AG=vixAS (Equacao 2)

Onde AS ¢ a mudanca da area interfacial. Como a area interfacial ndo pode ser zero,

a tensdo interfacial deve reduzir a um ponto que a energia livre do sistema também reduza.
Dessa maneira, para que ocorra a formacdo da ME, a yi tem uma tendéncia para se
aproximar de zero; consequentemente, a variacdo de energia livre também tende a zero
(AG—0), tornando o sistema termodinamicamente estavel (PASCOA, 2012; SILVA et al.,
2015). Quando a vi for negativo, AG serd < 0 a microemulsificagdo tende a ocorrer de

maneira espontanea (ASSIS, 2014).

2.4.3 Caracterizagdo de microemulsdes
No que diz respeito a estrutura microestruturada, as miscroemulsdes podem ser

classificadas em trés tipos: 6leo em agua (O/A), agua em o6leo (A/O) e bicontinuas (figura
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3). Nas MEs tipo O/A, as moléculas lipossoluveis estdo localizadas no interior de reduzidas
goticulas esféricas de dleo e envolvidas por moléculas de tensoativos em um meio continuo
de agua. Inversamente, quando moléculas hidrossoliiveis estdo localizadas no interior de
reduzidas goticulas esféricas de agua e envolvidas por moléculas de tensoativos em um meio
continuo de oleo, a fase aquosa ¢ a interna, dispersa ou descontinua, ao passo que o 6leo
compde a fase externa, dispersante ou continua, conhecido como sendo do tipo A/O. Ja as
MEs do tipo bicontinuas ndo ocorre a formagdo de uma estrutura esférica (goticula), sendo
os componentes lipofilicos e hidrofilicos caracterizados por canais adjacentes alongados
com nanogoticulas contendo volumes semelhantes entre a fase aquosa e oleosa. Se a
microemulsdo apresentar tal estrutura, podera ser empregada como sistema transportador de

farmacos hidro e lipossoluveis (FORMARIZ et al., 2005; RESENDE, 2013).

Figura 3 - Classificaggo estrutural das microemulsdes
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Legenda: Fase oleosa: cor cinza e fase aquosa: cor branca.
Fonte: DAMASCENO, 2011.

E importante destacar sistemas com elevada quantidade de tensoativos o equilibrio
termodinamico entre os constituintes pode ocasionar a formacao de diferentes estruturas de
MEs, como por exemplo, os cristais liquidos lamelares, fases hexagonais ou fases cubicas

(GUIMARAES, 2013).

O tamanho da goticula de sendo

ME apresenta-se entre 10-300 nm,
aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho médio das goticulas de emulsdes. Por
essa razao, MEs sdo relativamente translucidas pelo fato de o didmetro médio das goticulas
serem menor do que ¥4 do comprimento de onda da luz incidente. Portanto, as mesmas nao
espalham luz e o sistema fica transparente (DAMASCENO et al., 2011; DAMASCENO et
al., 2012; RESENDE, 2013).

A caracterizagdo de um sistema microemulsionado pode ser realizada por inimeros
métodos, mas para a elucida¢do da sua microestrutura devem-se levar em consideracdo os

resultados de diversos métodos (CASAGRANDE, 2012). A literatura relata que diferentes
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técnicas experimentais podem ser utilizadas para obter informagdes sobre a dindmica e
estrutura das ME. Entre as técnicas mais difundidas tem-se a microscopia de luz polarizada,
para verificar a isotropia do sistema, o espalhamento de luz para medir o didmetro da
goticula ou fase dispersa, métodos espectroscopicos, como ressonancia magnética nuclear,
para determinar a estrutura interna, e outros métodos mais tradicionais, como densidade,

viscosidade, indice de refragdo (IR) e condutividade elétrica (o) (DIAS, 2010).

2.4.4 Diagrama de Fase

Os diagramas de fases sdo empregados para representar e descreverem que condigao
experimental ¢ possivel alcancar emulsdes e as regides limites de transi¢do entre
microemulsdes, separacdo de fases e nanoemulsdes. Além disso, é possivel identificar varias
regides geradas, bem como aquela que representa a melhor combinagdo dos componentes da
formulagdo, em suas respectivas quantidades, e que produz o sistema de maior estabilidade.
A representacdo grafica destas informagdes, através do emprego das propriedades do
triangulo equilatero que permite a observagao de diferentes sistemas dispersos obtidos pela
combina¢ao de um unico diagrama de trés ou mais componentes (XAVIER JUNIOR, 2011).

Durante o desenvolvimento de um diagrama de fases, as propriedades dos tridngulos
equilateros devem ser extremamente exploradas, ou seja, a soma dos lados perpendiculares
de um determinado ponto no tridngulo ¢ igual a sua altura (DAMASCENO et al., 2011).

Para sistemas com quatro constituintes tornando-se mais adequada a utilizagdo de
Diagramas de Fases Pseudoternarios (DFPT). A construcdo de DFPT ¢ uma ferramenta
fundamental para caracterizar o dominio das regides de MEs, cuja interpretagdo descreve as
estruturas presentes contidas neles, podendo-se escolher a regido cuja viscosidade ¢ mais
apropriada para o farmaco ser incorporado. No entanto, esta representacdo oferece uma
dificil construgdo, visualizagdo e interpretagdo ao estudo de sistemas de quatro constituintes.
Para facilitar a representacdo destes sistemas microemulsionados (4gua, oleo, tensoativo e
cotensoativo), agrupam-se dois constituintes que sdo representados como um s6 e diz-se que
estes formam um “pseudoconstituinte” puro (SILVA et al.,, 2009; GOMES, 2009;
OLIVEIRA, 2015). A regido de microemulsdo em um diagrama pseudoternario apresenta

estruturas distintas de acordo com a posi¢ao do diagrama, conforme mostra a figura 4.
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Figura 4 - Diferentes estruturas de microemulsdo em um diagrama pseudoternario
: ; Cibica invertida

Bicontinua

imvertida
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Fonte: GOMES, 2009.

Para indicar a regido do diagrama em que existe formagao de MEs, os resultados
podem ser obtidos por meio de dados de titulagdo ou pelo preparo de varias amostras com
composicgdes diferentes. Nos dois métodos, ¢ possivel observar que as amostras que formam
MEs e as que formam sistemas polifasicos e assim obtém-se varios pontos que delimitam as
regides de formacdo de ME. Geralmente, os sistemas ME podem ser determinados
visualmente dos outros sistemas, uma vez que os demais sistemas apresentam como
emulsdes liquidas opacas, emulsdes géis opacos sistemas de viscosidade elevada ou
separacao de fases. Ja os sistemas ME liquidos s3o caracterizados como sistemas
translucidos ou opticamente transparentes. Com base nesses dados, pode-se selecionar a
regido do diagrama de fases que mais convenientemente represente a condi¢do mais
apropriada para que o farmaco seja incorporado (FORMARIZ et al., 2005; GUIMARAES,
2013).

2.4.5 Aplicacdo da microemulsdes

A utilizagdo das microemulsdes na tecnologia farmacéutica ¢ relativamente recente e
tem despertado grande interesse como sistema de liberacdo de drogas no organismo. Este
interesse pode ser justificado pela facilidade de sua preparacdo e por apresentarem elevadas
taxas de difusdo e penetracdo na pele, além do aumento na estabilidade dos farmacos e
cosméticos durante a estocagem (SILVA et al., 2015). Dias (2010) justifica essa utilizacdo
desse sistema devido a capacidade de solubilizagao de substancias que tém sido amplamente

usados para aumentar a estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade de alguns farmacos.
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No campo da pesquisa farmacéutica, as MEs tém sido empregadas tanto como
sistemas de liberacdo de fArmacos quanto como base para formulagdo e obten¢do de novos
sistemas, como por exemplo, microesferas, nanocapsulas lipidicas, micro e nanoparticulas,
nanoparticulas solidas de lipidios, nanoparticulas magnéticas, entre outros (FANUN, 2012).

As MEs apresentam diversas vantagens sobre outros sistemas coloidais o que as
tornar potenciais alternativas para o carreamento farmacos, permitir a liberagdo sustentada
ou controlada em diversas vias de administragdo, tais como oral, parenteral, topica,
pulmonar, ocular (PRADHAN; SINGH; SINGH, 2013; GUIMARAES, 2014). Apresentam
excelente taxa de penetracdo em camadas profundas do estrato corneo quando comparadas a
formulacdes convencionais, sendo consideradas, portanto, como sistemas terapéuticos
nanoestruturados que apresentam grandes possibilidades de promover a permeacdo e o
direcionamento eficiente de farmacos através da pele (SILVA et al., 2010).

As MEs demonstram ser capazes de aumentar a absor¢ao cutanea tanto de farmacos
hidrofilicos quanto lipofilicos quando comparados a sistemas convencionais como emulsdes,
6leos puros e solucdes aquosas. As propriedades fisico-quimicas das MEs sdo capazes de
influenciar a liberagdo de farmacos na pele: devido a baixa tensdo interfacial apresentada,
pode ocorrer um melhor contato da formulagdo com o local de aplicagdo. A baixa tensdo
interfacial, juntamente com a fluidez da interface Oleo-agua ¢ capaz de aumentar a
biodisponibilidade do farmaco devido a facilidade de transferéncia do ativo desde os
dominios da formulagdo até o estrato corneo. Devido a maior solubiliza¢ao dos farmacos nas
MEs, estes sistemas agem como reservatorios para substancias fracamente soliveis e sua
aplicagdo na pele gera um gradiente de concentracdo aumentado que facilita sua permeagao.
Os 6leos e os tensoativos que compdem as MEs podem agir como promotores de permeagao
do farmaco através do estrato corneo (GUIMARAES, 2014).

Pela facilidade de aplicacdao e adesdo na pele, a utilizagdo desse tipo de sistema de
liberacdo tem sido explorada para muitos propdsitos em cosmecéuticos e produtos
farmacéuticos, hidratantes de pele, preparacdes de protetor solar, produtos de bronzeamento,
produtos antienvelhecimento, desodorantes, antitranspirantes, perfumes, entre outros

(DAUDT et al., 2013).

2.5 Formas Farmacéuticas Topicas
A pele ¢ um 6rgdo complexo a nivel morfoldgico e bioquimico, sendo considerado
como o maior € mais extenso 0rgao do corpo humano, representando aproximadamente 15%

do peso corporal. Em adultos, a sua 4rea pode variar de 1,5-2,0 m* e seu peso de 8 a 10 kg.
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Apresentando uma espessura irregular que se diferencia de uma regido para outra a partir do
grau de impermeabilidade. Dentre as intimeras funcdes da pele, pode-se destacar a
conservacdo da homeostasia, o controle hemodindmico, a recepc¢do sensorial, a excrecdo de
metabolitos, e a presenga de células envolvidas na imunidade inata e adaptativa
(OLIVEIRA, 2011).

Esse tecido ¢ constituido por trés camadas distintas, sendo a camada mais superficial
a epiderme (tecido epitelial estratificado), a camada média conhecida como derme (tecido
conjuntivo), ¢ a camada profunda como hipoderme (tecido conjuntivo adiposo), sendo
considerada uma barreira complexa com organizacdo anatOmica e estrutura quimica

especial, figura 5 (NEVES, 2013).

Figura 5 - Esquema simplificado de uma secgdo transversal de pele
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Fonte: TOPAN, 2012

A epiderme ¢ formada por tecido epitelial escamoso estratificado, ndo vascularizado,
mas inervado, apresentando um dinamismo pela constante renovagdo celular. Esse tecido €
composto por diversas camadas sendo a mais interna designada como estrato basal,
seguindo-se o estrato espinhoso, o estrato granuloso, o estrato licido e por fim, na camada
mais externa, o estrato corneo. A partir do estrato lucido é que se inicia a desintegragdo do
nucleo das células assim como das suas organelas, as células comecam a ficar cada vez mais
compactas ¢ achatadas até atingirem e formarem o estrato corneo. Esta ultima camada é
constituida por diversos tipos de células, como as células de Langerhans (sistema de defesa

mediado pelo sistema imunolédgico), os melandcitos (produgdo de melanina), as células de
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Merkel (sensibilidade cutdnea) e os queratindcitos. O estrato corneo constitui uma das
principais barreiras e penetragdo de farmacos, além de ser responséavel pela regulacdo da
perda de dgua e prevencgdo da entrada de substancias prejudiciais ¢ de microrganismos na
superficie da pele. Esta camada ¢ constituida por cerca de 15 a 20% de agua, sendo que esta
quantidade ¢ importante para manter a elasticidade e integridade da pele (PRACA, 2010;
LOURENCO, 2013; GOLCALVES, 2014).

Atualmente, nos deparamos com inumeras formulagdes topicas cujo efeito €
desempenhado em nivel da derme ou sistémico, e para tal ¢ necessario garantir que a
formulacdo apresenta caracteristicas capazes de permear o estrato corneo e ser absorvido em
profundidade. A preparagdo destes medicamentos apresenta dificuldades acrescidas,
exigindo estudos que aperfeicoem as propriedades fisico-quimicas da formulacdo, onde a
escolha dos excipientes ¢ de fundamental importancia (GONCALVES, 2014). Os sistemas
de liberacdo de farmacos oferecem inumeras vantagens em relacdo a outras vias de
administragdo, como por exemplo, a via oral: auséncia de metabolismo de primeira
passagem, ser ndo invasiva, mais comodo ao paciente e possibilidade de liberacdo
controlada dos farmacos (FIGUEREIDO et al., 2013).

As microemulsdes sdo sistemas versateis usados para entrega de drogas por varias
vias, sendo amplamente estudada para administracdo topica, visto que permite uma rapida
penetragdo de moléculas ativas na pele devido a grande superficie da area da fase interna.
Também favorece a redu¢do da barreira do estrato corneo pelas propriedades dos seus
componentes, proporcionando uma penetracdo mais profunda nas camadas da pele, o que
resulta em uma eficacia e entrega controlada dos agentes ativos (TIRNAKSIZ et al., 2012;
MUZAFFAR; SINGH; CHAUHAN, 2013; SHARMA et al., 2015).

No estudo realizado por Neves (2013) foi relatado que Oleos essenciais e seus
componentes, como os terpenos, sao biocompativeis e podem favorecer a eficacia de entrega
do sistema transdérmico. Diante disso, os Oleos essenciais vém chamando muita atengao
como promotora de penetragdo, devido a sua baixa toxicidade em comparagdo com
potenciadores de penetracdo sintéticos. Em estudos encontrados na literatura foi visto que o
limoneno conseguiu potencializar a entrega de cetoprofeno e aceclofenaco. Ja o 6leo de
eucalipto contendo o 1,8-cineol foi usado como um veiculo para a administragdo de
esteroides hormonais, e de hidrocortisona. Além disso, o terpineol foi empregado como um
potenciador transdérmico para a zidovudina e buspirona. Trés terpenos também promoveram

uma melhor permeagdo da curcumina (NEVES, 2013).
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O OEM apresenta peculiaridades quanto a sua incorporagdo em formulagdes de uso
topico, uma vez que o mesmo apresenta caracteristicas lipofilicas, prejudicando sua
miscibilidade em produtos aquoso, bem como a volatilidade apresentada pelo mesmo exige
cuidados especiais quanto ao seu acondicionamento. Dessa maneira, sua incorporagdo em
formas farmacéuticas merece atencdo visto que dependendo das caracteristicas do veiculo
utilizado, podera ocorrer uma baixa disponibilidade de seus constituintes (FLORES, 2011).
A vista disso, o emprego de microemulsdes pode ser indicada para incorporagdo do OEM

devido a suas caracteristicas.

2.6 Feridas Cutaneas

Quando ocorre alteracdo da integridade da pele e aparece uma ferida ocorre o
processo de cicatrizacdo. As feridas sdo ditas como eventos que podem afetar continuidade
de um tecido corpdreo, em maior ou menor extensao, causada principalmente por trauma ou
desencadeada por uma afecc¢do clinica. Podendo ser agudas e de facil cicatrizagdo ou
cronicas quando ultrapassam seis semanas para cicatrizar, sendo consideradas como um
problema de satde publica, devido ao impacto psicologico, social e econdmico para o

paciente, com elevados e crescentes custos para o sistema de satde (LEITE et al., 2012).
2.6.1 Processo de cicatrizag¢ao

O processo de cicatrizagdo € universal, uma vez que ap6s o ferimento ocorre uma
sequéncia de reagdes fisicas, quimicas e bioldgicas cuja finalidade ¢ reconstituir a
continuidade tecidual que foi interrompida. Esse processo ¢ compreendido por trés fases
sobrepostas: a fase inflamatoria tem inicio imediato apos a lesdo; a proliferativa que ¢
responsavel pela reconstituicdo epidérmica, a chamada reepitelizagdo; e na fase de
remodelamento ocorre deposi¢do de tecido neoformado, que contribui para maturacdo de

tecido cicatricial, conforme mostra a figura 6 (ANDRADE et al., 2013).
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Figura 6- Fases do processo de cicatrizagdo de feridas
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Durante a reacdo imediata a injuria tecidual, ocorre a homeostasia e a inflamacao.
Esta fase representa uma tentativa para limitar o dano, parar o sangramento, selando a
surperficie da ferida e removendo qualquer tecido necrético, fragmentos estranhos ou
bactérias presente (SANTOS et al., 2011).

A fase inflamatoria da cicatrizagdo ¢ caracterizada basicamente pela presenca de
células inflamatorias no tecido cicatricial, sendo dependente de inumeros mediadores
quimicos, das células inflamatorias bem como leucécitos polimorfonucleares (PMN),
macrofagos e linfocitos. Os PMN surgem apo6s injuria tissular e permanece por periodo que
varia de trés a cinco dias, sendo responsaveis pela fagocitose de bactérias. Os macrofagos
sdo predominantes do terceiro ao quinto dia ap6s a lesdo, fagocita bactérias, debrida corpos
estranhos e ativa o desenvolvimento de tecido de granulagdo. Ja os linfocitos nao apresentam
uma fun¢do bem definida nesse processo. Porém, sabe-se que, com suas linfocinas, tem
importante influéncia sobre os macrofagos (SANTOS JUNIOR et al., 2010; OLIVEIRA;
DIAS, 2012). Nesta fase ocorre a regeneracao da arquitetura tecidual e o retorno da funcao
fisiologica ou formagdo de tecido cicatricial para restituir o que ndo pode ser reparado
(PIERI, 2009; DISSEMOND, 2010; MARQUES, 2016).

A reepitelizagdo tem por finalidade a reestruturagdo das fungdes da epiderme que
foram perdidas com a ocorréncia da lesdo: protecdo mecanica, regulacdo da temperatura
local, defesa contra microorganismos e barreira hidrica. Deste modo, ela deve reestruturar os

estratos de queratindcitos: basal, espinhoso, granuloso, lucido e coérneo, que possuem
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quantidades crescentes de queratina (um filamento intermediario) e, na pele integra, entram
em processo de apoptose nas duas tltimas camadas (ISSAC et al., 2010).

A ultima fase ¢ a de maturagdo ou remodela¢do, onde ocorre a substituicdo do
colageno tipo III pelo tipo I, absor¢do de agua e a diminui¢do do niimero de vasos,
(ANDRADE et al., 2010). Nessa fase o numero de células diminui, mas aumenta a sintese e
a produgdo de colageno do tipo I. As fibras de coladgeno, dispostas paralelamente as linhas
de tensdo, formam feixes de varias unidades, preferencialmente intercruzadas, enquanto as
fibras orientadas aleatoriamente sdo digeridas pela colagenase (OLIVEIRA; DIAS, 2012).
Estas mudangas se refletem em aumento da forca ténsil da ferida. A contragdo da ferida
inicia-se logo apos a lesdo e atinge o seu maximo apos 2 semanas. Este mecanismo adquire
maior importancia, nas feridas de espessura total, onde ¢é responsavel pela redugao de cerca
de 40% da dimensdo da ferida. O principal mediador deste processo ¢ o miofibroblasto,
resultante de alteragdo fenotipica do fibroblasto durante a sintese de tecido de granulacao
(LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

2.6.2 Colonizagao microbiana de feridas cutaneas

A perda da integridade cutanea proporciona um 6timo ambiente para a multiplicagao
de microrganismos. Estes podem ser endogenos ou exogenos, ou seja, podem ser resultantes
do proprio hospedeiro (microrganismos que fazem parte da flora da pele, das mucosas e
fluidos corporais) ou por transmissdo, sendo oriundas do meio ambiente (BENBOW, 2010;
SANTOS, 2015).

Desta forma, todas as feridas contém microrganismos, mas a maioria ndo esta
infetada. O espectro de interagdes entre os microorganismos e o hospedeiro pode
gradualmente chegar a um ponto em que o processo de cicatrizacdo ¢ prejudicado ou
provocar efeitos prejudiciais no hospedeiro. Assim sendo, as feridas podem estar
contaminados com bactérias, mas muitas vezes nao apresentam sinais ou sintomas de
infecgdo e por isso a cicatrizagdo ndo ¢ prejudicada. Todavia, quando a colonizagdo torna-se
uma infeccdo clinica, a cicatrizagdo de feridas pode ser prejudicada. Assim, a infeccao da
ferida ocorre como resultado do desequilibrio entre o sistema imunologico do hospedeiro, as
bactérias e as condi¢des no interior da ferida, o que pode precipitar a proliferagao bacteriana
(SANTOS et al., 2012).

Cerca de 60% das feridas cronicas apresentam biofilmes bacterianos, enquanto que

apenas 6% das feridas agudas apresentam biofilmes o que indica que ndo € a presenga dos
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microrganismos, mas sim sua interagdo com o hospedeiro, que influencia e pode retardar a
cicatrizacdo de feridas (PESSANHA, 2015; HOLMES et al., 2015).

Os microrganismos que mais facilmente invadem a ferida e causam danos sdo as
bactérias. Contudo, também existem fungos e virus que podem infetar a ferida,
especialmente quando a pessoa apresenta o sistema imunitario deprimido. Diante disso, as
bactérias Gram-negativas sdo mais perigosas, visto que podem causar danos no hospedeiro
levando ao choque séptico e possivel morte (MENOITA; ALMEIDA, 2015). Ja Monteiro e
colaboradores (2007) relataram em seu estudo que o Staphylococcus aureus, bactéria Gram-
positiva, foi o tipo de bactéria recuperada com maior freqiiéncia das feridas em razdo de
pertencer a microbiota da pele, podendo migrar para o leito da ferida, tornando a mesma
contaminada ou infectada. (MONTEIRO et al., 2007). Bowler; Duerden; Armstrong (2001)
descrevem que a cura retardada e infeccdo em feridas agudas e cronicas sdo ocasionada
pelos patogenos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, e os estreptococos beta-
hemolitico (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001).

A identificacdo prévia da infecg¢do ¢ de extrema importdncia de modo a que possam
ser utilizadas as medidas de tratamento adequadas. Assim sendo, quando existe a suspeita de
uma ferida estar infetada, ¢ essencial identificar e quantificar tipo de microrganismo
permitindo a implementacdo do tratamento mais adequado (SANTOS, 2015). Neste sentido,
o presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento e a caracterizacdo de um
sistema microemulsionado contendo o oleo essencial de Melaleuca alternifolia para
aplicacdo topica, bem como avaliar sua atividade cicatrizante, anti-inflamatoria e

antimicrobiana.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado de administragdo por via

topica contendo o oleo essencial de Melaleuca alternifolia.

3.2 Objetivos especificos

> Analisar amostras comerciais de 60leos essenciais de Melaleuca alternifolia;

» Caracterizar fisico-quimicamente o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia selecionado
para o estudo;

» Desenvolver e utilizar o diagrama de fase pseudoternario para obtencdo de regides
microemulsionadas;

» Identificar as regides de ME semi-solidas do diagrama pseudoterndrio possiveis de
desenvolvimento de sistemas opticamente transparente;

» Incorporar o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia nas formulagdes obtidas;

» Caracterizar os sistemas obtidos, por: aspecto macroscopico, pH, microscopia de luz
polarizada, curva de condutividade elétrica, espalhabilidade, indice de refracdo e
reologia, Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);

» Desenvolver e validar metodologia analitica pela técnica de CG/EM para quantificaciao
do terpinen-4-ol nas formulagdes;

» Avaliar a estabilidade preliminar da ME, através dos ensaios de centrifugacdo, estresse
térmico e ciclo gelo-degelo;

» Analisar in vivo da atividade anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana da ME.



41
4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

= Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Samia®, Brasil);

o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Via Farma Importadora Ltda”™, Brasil);
+ Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Farma Nostra Ltda®, Brasil);
» Kolliphor® HS15 (Sigma- aldrich®, Alemanha);

= Monoestearato de Sorbitano 80 (Span 80", Sigma-aldrich, Alemanha);
s Miristato de isopropila (All Chemistry”™, Sdo Paulo);

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

+ Agua deionizada (GEHAKA®, Brasil);

» 4-Carvomenthenol (Terpinen-4-ol, Sigma-aldrich®, Alemanha);

« Metanol HPLC (TEDIA®, Estados Unidos);

s+ Hexano 95% HPLC (TEDIA®, Estados Unidos);

= Corante (Mix coralim®, Brasil);

s Agar sangue (Himedia Laboratories”, India);

» Agar Eosina azul de metileno (EMB, Himedia Laboratories®, india);

s Agar Manitol salgado (Himedia Laboratories”, India).

4.2 Métodos

4.2.1 Selecdo e analise de amostras comerciais de OEM

4.2.1.1 Sele¢do dos OEM
A selegdo amostras comerciais de OEM ocorreu através da busca em farmdcias de
manipulacao da cidade de Jodo Pessoa - Paraiba e sites especializados em produtos naturais,

levando em consideragdo os fornecedores de cada amostra.

4.2.1.2 Analise qualitativa e quantitativa das amostras selecionadas

A analise qualitativa e quantitativa dos oleos essenciais adquiridos aconteceu no
Laboratorio Multiusuario de Caracteriza¢do e Analises (LMCA), localizado na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

As identificacdes dos constituintes quimicos dos OEM foram realizadas
empregando-se cromatografia em fase gasosa associada a espectrometria de massas (CG/EM

QP2010 Ultra, Shimadzu). Os compostos presentes nos Oleos esenciais de Melaleuca
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alternifolia foram separados em uma coluna capilar RTX-5MS (5% difenil — 95% dimetil
polisiloxano), com 30 m de comprimento 0,25 mm de didmetro interno e¢ 0,25 um de
tamanho de particula. A fase movel utilizada foi o hélio, sendo este empregado como gas de
arraste em uma taxa de fluxo de 1 mL. min™'. O volume de inje¢do foi de 1 pL no modo de
injecdo com divisdo de fluxo split 1:20. A programagdo de temperatura do forno iniciou-se
em 60 °C permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Em seguida, realizou-se um
incremento de temperatura até 150 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C min ', onde
permaneceu até o final da corrida. A avaliagdo dos compostos presentes no OEM ocorreu
através da comparagdo dos espectros de massas presentes na Biblioteca Espectral de Massa
NISTS/EPA/NHI (NIST, 2008).

4.2.1.3 Escolha do OEM
A escolha do OEM para conducdo dos demais testes foi realizada a partir do perfil
cromatografico obtido para cada o6leo essencial analisado, sendo selecionado aquele que

estivesse dentro dos padrdes exigidos pela ISO 4730.

4.2.2 Analise fisico-quimica do OEM selecionado

4.2.2.1 Indice de Refragdo

A medida do indice de refracdo do OEM foi realizada utilizando aparelho
refratdmetro de bancada ABBE (Biobrix, Brasil), aferiu-se inicialmente o aparelho com
agua deionizada Milli-Q® (indice de refracao 1,3325), a temperatura de 25 + 0,5 °C, e
posteriormente gotejou-se o 0leo sobre o prisma e realizou-se a leitura, seguindo o método

descrito por Dourado (2013).

4.2.2.2 Analise espectrométrica na regido do infravermelho (FTIR)

A analise espectrométrica de absor¢cdo molecular na regido do infravermelho foi
obtida utilizando-se um espectrofotometro (modelo Spectrum 400 Series, Perkin Elmer), nas
regides entre 400 e 4000 cm™. As pastilhas foram preparadas misturando-se uma quantidade
de brometo de potéssio (KBr) anidro com uma gota do 6leo, logo apds a mistura foi triturada

e prensada, assegurando a passagem da luz (FERNANDES, 2011).
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4.2.3 Desenvolvimento das Microemulsdes
4.2.3.1 Determinacao do Equilibrio hidrofilo—lipdfilo (EHL) do sistema
O valor do EHL foi determinado a partir da mistura de tensoativos empregados para

o desenvolvimento da formulagao, utilizando a Equagao 3:

EHLAx %A + (EHLB x % B)
100

EHL mistura = (Equacao 3)

Sendo:
EHLA = EHL do tensoativo A;

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

% B = Porcentagem do tensoativo B;

Considerando o valor do EHL para Kolliphor® HS15 como sendo 14 ¢ do Span”™ 80 o
valor de 4,3.

4.2.3.2 Construgdo do diagrama de fase pseudoternario (DFPT)

A fim de encontrar as concentragdes dos componentes favoraveis para o
desenvolvimento de microemulsdes, foi construido diagrama pseudoterndrio através da
misturas de tensoativos (Kolliphor® e Span” 80) na propor¢io 9:1, fase oleosa e 4dgua
destilada. A esta combinagdo de tensoativos, foi adicionada a fase oleosa (Miristato de
isopropila - MIP) nas propor¢des de 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 ¢ 9:1. Em seguida,
foram efetuadas as titulagdes a adicdo de quantidades previamente estabelecidas de 4gua
destilada ao sistema. Apds cada adi¢cao da fase aquosa, o produto final era homogeneizado
manualmente e submetido a ciclos de agitagdo no sonicador ultrassonico (Modelo USC-
1800, Unique, Brasil) durante um minuto, seguido de um minuto na lavadora ultrassonica
(Modelo USC -5000, Unique, Brasil), a temperatura ambiente. As modificagdes verificadas
no sistema apés a adicdo de cada aliquota de 4gua foram observadas visualmente, sendo
classificados em: Separacdo de fases (SF), Emulsdo Liquido Leitosa (ELL), Emulsdo
Liquido opaca (ELO), Emulsdao Semi-sélidas opaca (ESSO) Microemulsao (ME). Diante das
proporcdes dos componentes da formulagdo foi possivel plotar todas as alteragdes do
sistema final em diagrama de fases, por meio do Software Origin® Pro 8 (FORMARIZ et al.,
2006; SILVA et al., 2009; CARMO, 2011; PRETO, 2016).
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4.2.3.3 Selegao das formulagées e incorporagdo do OEM

Com base no diagrama obtido e nas caracteristicas organolépticas, foi escolhida uma
formulag@o para incorporagdo do OEM na concentragdo de 3,45%. A incorporagdo do 6leo
essencial iniciou-se com a mistura de tensoativos nas propor¢des pré-estabelecidas (9:1)
para a formulagdo, levando-os para agitacdo e banho de ultrassom por um minuto em cada
etapa. Em seguida, realizou-se a incorporacio do MIP e da percentagem do OEM,
submetendo a um ciclo de um minuto em sonicac¢do ¢ em banho de ultrassom.

Posteriormente, o volume correspondente de 4dgua para as formulagdes foi
adicionado. Por fim, houve trés ciclos de homogeneizacdo em sonda de ultrassom por um
minuto seguido de banho de ultrassom para retirada do excesso de bolhas de ar. As amostras

foram acondicionadas a temperatura ambiente precedendo 24 horas de sua utilizagao.

4.2.4 Caracterizagdo Morfologica
4.2.4.1 Curva de condutividade elétrica

A microestrutura ¢ as mudangas estruturais da formulagdo selecionada foi avaliada
pela realizagdo de uma curva de condutividade. O valor de condutividade elétrica da
formulacdo foi determinado empregando os dados da tabela referente a construcdo do
diagrama no qual o ponto estava inserido. Foi utilizado um condutivimetro digital (Modelo
mCA 150, Ms Tecnopon, Brasil), calibrado com uma solu¢do de calibragdo apresentando
condutancia especifica de 1413 pS cm™, a temperatura de 25 °C. A mistura de 6leo e
tensoativos (5 g), na proporcao selecionada, foi titulada com a fase aquosa etapa por etapa
até que a condutividade se mantivesse constante e a partir disso, construiu-se a curva e
avaliou-se a estrutura da formulacdo selecionada (SILVA, 2008; LI et al., 2010; ZHANG;
MICHNIAK-KOHN, 2011).

4.2.4.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A fim de investigar a estrutura interna e o tipo de microemulsdo, as curvas DSC
foram obtidas usando um Calorimetro Exploratério Diferencial (modelo DSC 8500, Perkin
Elmer, Massachusetts, EUA). Aproximadamente 5 mg de amostras de ME-OEM, MIP, 4gua
¢ a mistura de MIP ¢ OEM na propor¢ao estudada foram pesadas e colocadas em uma
bandeja de aluminio hermeticamente fechada. Inicialmente, as amostras foram equilibradas a
37 °C durante 10 minutos. Posteriormente, houve o resfriamento até -70°C na taxa de rampa
de 5 °C. min" permanecendo em isoterma durante 0,5 min. Em seguida, as amostras foram

aquecidas a mesma taxa de rampa a uma temperatura de 40°C, sendo utilizada uma
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atmosfera dinimica de nitrogénio com uma taxa de fluxo de 50 mL.min™' (CAVALCANTI
et al., 2016). Tais analises foram realizadas no Laboratorio de Avaliacdo e Desenvolvimento

de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO).

4.2.4.3 Microscopia de luz polarizada

A determinacdo da isotropia dos sistemas foi verificada com auxilio de microscopia
de luz polarizada. As analises foram realizadas em temperatura ambiente, colocando-se uma
pequena quantidade da formulagdo sobre uma lamina de vidro coberta com uma laminula, as
quais foram analisadas com um microscopio petrografico de luz polarizada (Jenamed 2, Carl
Zeiss — Jena), sendo utilizado um aumento de 10 vezes (PRADO, 2013). Analise foi

realizada no Laboratorio de Geologia da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.2.5 Caracterizagao fisico-quimica da formulacao
4.2.5.1 Aspecto macroscdpico

As caracteristicas macroscOpicas das formulacdes foram analisadas através da
observagao visual. Fotografias foram retiradas imediatamente e apos 15 dias de preparagao,
a fim de verificar modificacdes nas caracteristicas das formulagdes, como cor,
homogeneidade, transicdo de sistema transparente para semitransparente ou opaco

(DAMASCENQO, 2010).

4.2.5.2 Determinagéo do pH

O pH das formulacdes foram avaliados por meio de pHmetro digital (Modelo mPA
210, Tecnopon®, Brasil ) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, calibrado
previamente com soluc¢des tampdao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C. As
determinagdes dos valores de pH foram realizadas em triplicata com introdugdo do eletrodo

diretamente no interior da formulagao (DINIZ, 2015).

4.2.5.3 Indice de refracdo

O indice de refragdo foi determinado, utilizando-se o aparelho refratometro de
bancada ABBE (Biobrix, Brasil), aferido com 4gua deionizada ultrapura Milli-Q® (indice de
refracdo 1,3325), a temperatura de 25 + 0,5 °C. Uma aliquota da amostra foi colocada no
prisma de leitura para ser realizada a determinacdo do indice de refragdao seguindo o método

descrito por Patel e colaboradores (PATEL et al., 2013).
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4.2.6 Caracterizagdo reologica da formulagdo
4.2.6.1 Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita na literatura por Knorst (1991). Inicialmente foi inserido um corante na
amostra para facilitar a visualizacdo durante a andlise. Para essa andlise utilizou-se uma
placa molde circular, de vidro (didmetro = 20 cm; espessura = 0,2 cm), com orificio central
de 1,2 cm de didmetro, que foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm),
ambas posicionadas sobre uma escala milimetrada e uma fonte luminosa. Em seguida, a
amostra foi introduzida no orificio da placa molde e a superficie nivelada com espatula. A
placa molde foi cuidadosamente retirada, sendo colocada sobre a amostra uma placa de
vidro de peso conhecido. Ap6s um minuto, realizou-se a leitura dos didmetros abrangidos
pela amostra, em duas posi¢cdes opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado.
Posteriormente, aconteceu o calculo do didmetro médio. Este procedimento foi repetido
acrescentando-se sucessivamente outras placas de vidro de peso conhecido, em intervalos de
um minuto. Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em fungdo do
peso aplicado, de acordo com a equagdo abaixo, sendo que os mesmos correspondem a

média de trés determinagdes, conforme a Equagao 4.

Ei=d*x % (Equacéo 4)
Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);

d = didmetro médio (mm)

4.2.6.2 Reologia

O comportamento reologico das amostras foi avaliado em Redmetro (HAAKE
MARS III, Thermo Fisher Scientific, USA), seguindo a metodologia adaptada de Neves
(2013). A geometria utilizada foi de placas paralelas, gap 0,5 nm, havendo um pré-
cisalhamento com a taxa de 30 s™. Em seguida, as leituras foram feitas no intervalo de 0 a
100 s para a curva ascendente ¢ de 100 a 0 s™ para curva descendente, com duragio de 180
segundos cada, a temperatura de 25 °C. Com auxilio do software (Origin® Pro 8), 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 formulacdes. As
andlises de comportamento reoldgico foram realizadas no Laboratério de Avaliacdo e

Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO).
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4.2.7 Validagdo do método analitico para quantificacdo do marcador terpinen-4-ol presentes
nas microemulsoes

A padronizagdo e a validagdo das metodologias analiticas foram realizadas com base
na Resolucdo da ANVISA RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003), utilizando a
seletividade, linearidade e faixa de calibragdo, precisdo e exatidio como pardmetros de
estudo.A andlise quantitativa foi conduzida utilizando cromatografia em fase gasosa
associada a espectrometria de massas (CG/MS QP2010 Ultra, Shimadzu), nas condig¢des
operacionais: coluna capilar RTX-5MS (5% difenil — 95 % dimetil polisiloxano), com 30 m
de comprimento 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de tamanho de particula. A fase
movel utilizada foi o hélio, sendo este empregado como gas de arraste em uma taxa de fluxo
de 1 mL. min". O volume de inje¢io da amostra foi de 1 pL no modo de inje¢io com
divisdo de fluxo split 1:200. A programagdo de temperatura do forno iniciou-se em 60 °C
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Em seguida, realizou-se um incremento de

temperatura até 150 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C min ™

, onde permaneceu até o
final da corrida. O 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e o padrao de terpinen-4-ol
foram diluidos em hexano (95%). A quantificagdo do terpinen-4-ol foi obtida por meio de

normalizacdo de areas (%).

4.2.7.1 Seletividade ou especificidade

A seletividade do método cromatografico foi determinada comparando a corrida
cromatografica da matriz isenta da substancia de interesse, ou seja, sem OEM e da matriz
ME-OEM, por sua vez nenhum interferente da matriz sem o OEM pode apresentar o tempo

de retencao semelhante ao marcador quimico estudado.

4.2.7.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade foi estabelecida a partir da constru¢do de uma curva analitica (area do
marcador versus concentragdo do oleo essencial) fazendo uso cinco solugdes-padrao de
OEM em hexano a fim de obter concentragdes 100; 300; 690; 800; 1000 ppm. A equacao da

reta e o coeficiente de correlagdo (r) também foram determinados.

4.2.7.3 Precisao

A precisdo foi avaliada através da andlise do marcador fitoquimico (terpinen-4-ol),
intra-corrida (repetitividade) e inter-corridas (precisdo intermedidria). Na andlise de

repetitividade, analisaram-se trés diferentes niveis de concentragdo (100; 690 e 1000 ppm)
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através de triplicatas. Ja a precisdo intermedidria foi verificada por meio da analise em trés
dias diferentes. Uma vez que a precisao pode ser expresso pelo desvio padrdo relativo (DPR)
de uma série de medidas, sendo DPR quivalente a razdo do Desvio Padrao (DP) pela
Concentracdo Média Determinada (CMD) multiplicada por 100 (equagdo 5). Os resultados
das analises foram expressos em DRP (coeficiente de variacdo) tanto para repetitividade

como para a precisdo intermediaria.

DPR = == 100 (Equacio 5)

4.2.7.4 Exatidao

Tal parametro foi estabelecido a partir da 4rea correspondente ao marcador
fitoquimico (terpinen-4-ol) pela proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo
em relacdo ao valor verdadeiro em trés niveis de concentragdo: 100ppm (Nivel baixo),

690ppm (Nivel médio) e 1000ppm (Nivel alto). As andlises foram realizadas em triplicata.
4.2.7.5 Limite de detecgdo e limite de quantificagdo

Os parametros Limite de Detec¢do (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) foram
calculados baseando-se na curva analitica obtida pela linearidade. Para sua determinacao
foram empregados os valores da inclinagdo da curva (/C) ¢ o desvio padrdo (DP) do

intercepto com eixo y, conforme as equagdes abaixo:

LD = =2 (Equagio 6)
LQ =222 (Equagio 7)

IC

4.2.8 Doseamento do terpinen-4-ol em Microemulsdes

Para o doseamento do OEM nas microemulsdes utilizou-se como marcador a
concentragdo o terpinen-4-ol. A extragdo do Terpinen-4-ol das MEs ocorreu a partir da
metodologia descrita Sonia € Anupama (2011). Inicialmente, o equivalente a 2 gramas da
formulagao foi dissolvido em 5 mL de hexano. Posteriormente as amostras foram levadas ao
banho de ultrassom por 15 minutos para extragdo completa do terpeno. A solu¢do resultante

foi centrifugada a rotagdo 9200g (14340 rpm) por 5 min. Ao término do ciclo de
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centrifugacdo, aliquotas do sobrenadante foram cuidadosamente extraidas e analisadas por
cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de massas descrita acima. O mesmo
procedimento foi realizado com a amostra ME-BR e com o 6leo essencial de Melaleuca

alternifolia.

4.2.9 Ensaios de estabilidade preliminar

A estabilidade preliminar das formulagdes foi avaliada como preconizado pelo Guia
de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004), bem como por estudos realizados
por PARMAR et al. (2011); SOLIMAN et al. (2010) e DIAS; CARNICEL, (2016), sendo
realizados os testes de centrifugacao, ciclo gelo-degelo e estresse térmico.
4.2.9.1 Centrifugacao

No teste de centrifugacdo, 1,0 mL de cada formulagdo foi acondicionada em tubos do
tipo Eppendorf e submetidos a ciclos de 12000 e 14000 rpm por 30 minutos em cada
rotacdo, a temperatura ambiente, utilizando uma microcentrifuga de bancada (Modelo 108,

Nova Instruments, Brasil).

4.2.9.2 Estresse térmico

Nesta etapa, 5,0 mL de cada formulagdo foi transferida para tubos de ensaio e
submetida a banho termostatizado (Modelo SL 155/10, Solab, Brasil) no intervalo de
temperatura controlada entre 40-80 °C, com progressao de elevagdo de 10 °C a cada 30 min.
Apo0s repouso, até retornarem a temperatura ambiente (25,0 = 2,0 °C), as amostras foram

classificadas como: sem alteragdo (SA), modificado (MO) e separagado de fases (SF).

4.2.9.3 Ciclo gelo-degelo

No ciclo gelo-degelo, 5,0 mL de cada amostra foram submetidos a seis ciclos gelo-
degelo. Com cada ciclo consistindo de 24 horas a temperatura de 4,0 £ 2,0 °C (Geladeira
Consul, CFC 28A) seguido de 24 horas a 45,0 + 2,0 °C (Estufa Quimis, Q317M-32),
totalizando 12 dias de andlise. Ao final do estudo de estabilidade as formula¢des foram
avaliadas macroscopicamente, quanto variagdes no seu aspecto, separacdo de fases ¢ a
avaliagdo fisico-quimica foi realizada por meio de medi¢ao e comparagao da condutividade

elétrica e do pH antes e ap6s o estudo de estabilidade preliminar.

4.2.10 Avaliagdo /n vivo da atividade anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana da ME
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Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes para os cuidados
com animais de laboratorio e normas e consideragdes éticas aprovadas pelo Comité de Etica
no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande/PB
(FCM/CESED) com nimero de protocolo 00730070082017.

4.2.10.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas pesando
entre 25 e 35g provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande/PB (Acordo de Mutua Cooperagao - Edital de Chamamento Publico 001/2013
UEPB/PROAD-CONYV). Estes animais foram mantidos com temperatura (22+2 °C) e
umidade (60-80%) controladas, ciclo claro/escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e
ra¢do. Os animais foram trazidos a sala de experimentagdo pelo menos 1 h antes do inicio

dos testes que se realizou durante a fase clara do ciclo claro/escuro.

4.2.10.2 Feridas cutdneas

Para a realizagdo das feridas cutaneas experimentais os animais foram anestesiados
por meio de injecdo intraperitoneal de solucao contendo ketamina 100 mg/kg e xilazina 0,05
mg/kg. Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma 4rea de aproximadamente 16cm” da
regido dorsal de cada animal, e finalmente serd feita duas excisdes circulares de pele com
punch dermatologico estéril para biopsia de 6 mm de didmetro (uma de cada lado da linha
mediana longitudinal do dorso), retirando-se os fragmentos da pele e deixando-se exposto o
panniculus carnosus, conforme mostrado na figura X (LOWE et al., 2001; FRANK;
KAMPFER, 2003; LEE; LI; HUANG, 2003; WANG et al., 2013; WEINHEIMER-HAUS;
MIRZA; KOH, 2015; CIARLILLO et al., 2017).

4.2.10.3 Grupos e tratamentos

Os animais experimentais serdo divididos em quatro grupos, contendo seis animais
cada. Os tratamentos topicos foram aplicados diariamente (uma vez ao dia) a partir do dia 2
da realizacdo das feridas cutaneas (o dia da realizagdo da ferida sera considerado o dia 0) até
o penultimo dia. Nos dias 2, 6 e 9 foram obtidas as fotografias (para a auxiliar a avaliacao
clinica, item 4.2.3.1, e realizagdo da avaliacdo morfométrica, item 4.2.3.2, das feridas) e
coletadas amostras das areas das lesdes com o auxilio de swabs (usados para a andlise
microbiologica das feridas, item 4.2.3.3), para proceder-se com uma rapida limpeza prévia,
com o uso de salina estéril 0,9%, das feridas e aplicac@o topica dos diferentes tratamentos de

acordo com cada grupo experimental como descritos abaixo:
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= G1 (controle negativo): Animais que receberam a administragdo topica diaria de 100 pg
da microemulsdo branca (sem conter o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia);

» G2: Animais que receberam a administra¢do topica diaria de 200 pg da microemulsido
contendo o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia 3,45%;

# G3: Animais que receberam a administracdo topica diaria de 200 pg da microemulsdo
contendo o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia 1%:;

« G4: (controle positivo): Animais que receberdo a administracdo topica diaria de farmaco

de referéncia (Dipripionato de betametasona com sulfato de gentamicina).

No dia 11 da realizacdo das feridas (figura 7), apés a obtencdo das
fotografias, foi realizada a eutandsia em todos os animais através de anestesia

inalatoria profunda (halotano 3%) seguida de deslocamento cervical (CFMV, 2012).

Figura 7 - Protocolo desenvolvido para o teste in vivo
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Fonte: Dados da pesquisa

4.2.10.4 Avaliagéo das feridas cutdneas
4.2.10.4.1 Aspectos clinicos das feridas cutaneas

Para a avaliacdo da evolucdo dos aspectos clinicos da cicatrizacdo das feridas foi feita
andlise macroscopica, observando-se os sinais flogisticos: edema, hiperemia, formacdo de
crosta e exsudato, nos dias 0, 2, 6, 9 e 11 ap6s a realizacdo das feridas cirargicas (GUPTA et

al., 2015).
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4.2.10.4.2 Analise morfométricadas

Foram obtidas imagens das feridas nos dias 0, 2, 6, 9 ¢ 11 ap0s a realizagao da lesdo,
com o auxilio de uma camera fotografica digital (Nikon® D5300 24,2 MP + lente Tamron®
16-300mm F/3,5-6,3 Di I VC PZD MACRO) a uma distancia fixa de 15 cm do objeto. As
imagens em alta definicdo das feridas foram obtidas juntamente com a imagem de uma
escala graduada mantida ao lado da ferida, o que permitira realizar a mensuragao das areas
das lesdes (mm?), em cada tempo experimental utilizando-se o software Imagel®™ 1.51j8
(disponivel em: https://imagej.nih.gov/ij/) (TANG et al., 2014; KOLUMAM et al., 2017).
Foi obtida a area residual de cada ferida através da equagdo abaixo (IMMONEN; ZAGON;

MCLAUGHLIN, 2014; TANG et al., 2014):

Area atual da ferida

Area residual da ferida = X 100 (Equacao 8)

Area inicial da ferida

4.2.10.4.3 Analise microbiologica

Para analise qualitativa dos micro-organismos presentes nas feridas cutaneas foram
coletadas amostras das areas das feridas em quatro animais do grupo G1 e do G2 nos dias 2, 6
e 9, sendo empregados para coleta swabs estéreis em meio de transporte Stuart. Apos a
coleta, as amostras foram levadas para o laboratorio de microbiologia do Laboratorio de
Analises Clinicas da Universidade Estadual da Paraiba (LAC-UEPB). Para isolamento das
colonias dos micro-organismos contaminates das feridas foi realizados a partir do rolamento
do swab e posterior esgotamento por estrias-em placas de Petri contendo os meios de cultura
Agar sangue, Agar Manitol Salgado e Agar Eosine Azul de Metileno (EMB). Estas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Apo6s a incubagdo das placas, analisou-se o crescimento
microbiologico bem como as caracteristicas morfologicas das colonias em cada meio de
cultura (LUZ et al., 2011; DAMER et al., 2014, BARCELOS et al., 2016), levando em
consideracdo principalmente a producdo de hemolise em Agar Sangue, o crescimento do
género Staphylococcus spp. em Agar Manitol Salgado e o crescimento de Gram-negativos

em Agar BEM, conforme mostrado na figura 8.



Figura 8 — protocolo desenvolvido para andlise da atividade antimicrobiana in vivo
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Fonte: Dados da pesquisa.
4.2.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média = EPM. Andlise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo posthoc Teste de Tukey forma utilizados para

comparacdo entre osgrupos. Foram consideradas significativas as diferencas com
p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecao e analise de amostras comerciais de OEM
5.1.1 Selecdo dos OEM
Através do método de selecdo empregado, foram selecionadas trés amostras de OEM
de diferentes fornecedores para anélise do perfil cromatografico, sendo os fornecedores

selecionados: Via farma®™, Farma nostra™ e By samia”.

5.1.2 Analise qualitativa e quantitativa das amostras selecionadas

A identificagdo dos constituintes do OEM ¢ de grande importancia devido a sua
estrutura e sua composi¢do que pode influenciar na formacao de microemulsdo e a atividade
biologica (KIM et al., 2009). De acordo com ISO 4730, norma que determina o padrdo de
qualidade internacional para o OEM, para que tal oleo exerca sua atividade biologica ¢
necessario que os valores de terpinen-4-ol estejam acima de 30% ¢ do 1,8-cineol inferior a
15%.

A vista disso, os cromatogramas (figura 9) apresentam os dados qualitativos sobre a
identificacdo de picos individuais dos constituintes dos OEMs, bem como do padrdo
terpinen-4-ol. Por meio dessa andlise ¢ possivel observar diferencas no perfil
cromatograficos dos Oleos essenciais analisados, principalmente nos componentes
majoritdrios como o terpinen-4 -ol, y-terpineno e o- terpineno. Na Tabela 2 ¢ possivel
observar os principais constituintes identificados nas amostras, suas percentagens, bem e
tempos de retengdo, bem como o indice de similaridade quando comparado com a

biblioteca espectral de massa da NIST (2008).

Tabela 2 - Principais constituintes identificados e suas percentagens comparados a ISO 4730

Picos Componentes Tempo ISO Area do pico (%) Indice de
de 4730 A B C D similaridade
retengao (%) (%)
(min)

1 o-pineno 7.33 1-6 1,13 4,17 2,14 -

2 a-terpineno 10.25 5-13 3,23 1,69 8,38 - 98

3 p-cimeno 10.54 0,5-8 6,69 4,17 2,05 - 98

4 Limoneno 10.69 0,5-4 9,93 10,80 2,08 - 98

5 1,8-cineol 10.78 <15 11,60 10,85 1,39 - 97

6 y-terpineno 11.78 10-28 3,32 1,69 19,55 - 96

7 Terpinoleno 12.81 1,5-5 14,17 13,07 2,57 - 98

8 Terpinen-4-ol 15.92 =30 7,78 1,20 53,77 97,02 97

9 a-terpineol 16.31 1,5-8 20,40 33,27 5,58 - 96
Legenda: A- OEM Via Farma®; B- OEM Farma Nostra™; C- OEM By Samia®: D- Padrdo do terpinen-4-ol e —

Ausente.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 9 — Cromatogramas com os picos caracteristicos do dleo essencial de Melaleuca alternifolia nas
amostras analisadas, como padrdo do terpinen-4-ol
] T | 9

A |

Legenda: A- OEM Via farma®; B- OEM Farma nostra”; C- OEM By Samia®; D- Padrio do terpinen-4-ol
Fonte: Dados da pesquisa.

Com base no analisado verifica-se que apenas o OEM-C (By Samia®) estava de
acordo com as normas exigidas pela ISO 4730, sendo o maior pico o do terpinen-4-ol (acima
de 30%) indicando-o como o componente mais abundante do OEM. Ja a concentragdo do
1,8-cineol encontrava-se inferior a 15%. Portanto, esse 0leo manteve o padrdo necessario

para sua qualidade comercial. Os valores obtidos neste trabalho para a composi¢cdo do OEM-
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C foram similares aqueles obtidos por diversos estudos encontrados na literatura (KIM et al.,
2009; NOUMI et al., 2011; CASTELO et al., 2013; LEE et al., 2013; GOMEZ-RINCON et
al., 2014, OLIVEIRA M. et al., 2015).

No que diz respeito as alteragdes na composicao quimica ocorridas nos demais 6leos
essenciais analisados, as mesmas podem ter sido ocasionadas pelo tempo excessivo de
armazenamento ou por mas condigdes de armazenagem, de modo que estes ja ndo atende
aos padrdes exigidos pela ISO 4739. Essa mudanca no perfil quimico poderia ocorrer pela
adulteragdo dos EOM compostos quimicos sintéticos ou naturais (SCIARRONE et al.,
2010). Wang e colaboradores (2015) relatam que as oxidagdes de produtos comerciais de
OEM resultam em baixas concentragdes dos seus principais componentes levando ao nao

cumprimento das normas de qualidade exigidas.

5.1.3 Escolha do OEM

Diante do perfil cromatografico das amostras analisadas foi possivel observar que
apenas o OEM adquirido da empresa By samia® apresentou a composigdo quimica dentro
dos padrdes exigidos pela norma que determina o padrdo de qualidade internacional para tal
6leo essencial (ISO 4730). Diante disso, o mesmo foi selecionado para a execucdo das

demais andlises de caracterizacdo do 6leo essencial, assim como para incorporagao na ME.

5.2 Analise fisico-quimica do OEM selecionado

5.2.1 Indice de refragao

O indice de refragdo ¢ uma caracteristica fisico-quimica especifica para cada tipo de
6leo, ou seja, esta intimamente relacionado com o seu grau de saturacdo, mas ¢ afetado por
outros fatores tais como teores de acidos graxos livres, oxidagdo e tratamento térmico
(JORGE; LUZIA, 2012). Para a analise do OEM, o indice de refracdo foi de 1,642, sendo o

valor semelhante ao descrito na literatura (MUSSI et al., 2011).

5.2.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

A utilizagdo do FTIR ¢ importante, pois ajuda a determinar a composi¢do quimica
das substincias presentes na amostra investigada, apontando seus principais constituintes
moleculares e contribui para posterior elucidacdo das estruturas, auxiliando também na
investigacdo de alteragdes estruturais, de constituicdo e pureza do material (MORALIS et al,
2013).
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A figura 10 mostra o espectro de infravermelho correspondente ao OEM. Observa-se
uma banda intensa e larga em 3399 cm™ caracteristico do grupamento OH de alcool,
referente ao terpinen-4-ol. Em 2960, 2905 e 2869 cm’ foram verificadas bandas
caracteristicas do sesquisterpenos. Ja as carbonilas (-C=0) presentes nos principais
componentes do 6leo sdo observadas 1652 cm™. As bandas em 1442 cm™ e 1377 cm™ sdo
caracteristicas do dobramento da ligacdo —CH,, A vibracdo da ligagdo C-O-C presente no
composto 1,8 — cineol é encontrada em 995 cm™. Esses resultados representam as bandas
tipicas referentes a composi¢ao quimica do OEM, estando em concordancia com diversos
estudos (CASIRAGHI et al., 2010; OCAK; GULUMSER; BALOGLU, 2011; SANCHEZ-
NAVARRO, 2011; PIRES, 2016; CHEN et al., 2016). E possivel observar que as bandas de
absor¢ao exibidas no FTIR confirmam dados obtidos pelo CG/EM para os principais

componentes, comprovando a constitui¢do quimica do OEM em analise.

Figura 10 - Espectro de infravermelho do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

120-
100 w
1652
3399 W
< 80
o~
©
S
§ 60 |
=
@ 142"\
® 40 4 2869 1377
=
2905 p,
20
- 995
2960 .
0 Y | v 1 v I g 1 v I by 1 S |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm'1)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Desenvolvimento das MEs

5.3.1 Determinagdo do equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) do sistema
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O sistema EHL pode ser considerado com um indicativo de como iniciar os estudos
de emulsionamento de um 6leo, sendo um parametro preliminar no auxilio da escolha dos
tensoativos que serdo utilizados (DALTIN, 2011).

A associacao de tensoativos € uma pratica comum durante o desenvolvimento dessas
formulagdes, com o intuito de se ajustar o EHL através da potencialidade de desempenho
adquirido com associacdo das caracteristicas de cada tensoativo (BORGES, 2011). Segundo
Rosani (2011), os tensoativos devem apresentar um valor de EHL equivalente ao da fase
dispersa para poder manté-la estabilizada frente a fase dispersante. Tendo em vista o valor
de EHL requerido pelo miristato de isopropila (12), utilizou-se o Kolliphor® HS15 (14) e
Span® 80 (4,3) na proporgio de 9:1 pra construgdo do DFPT, uma vez que nesta proporgio
foi possivel obter formulagdes com valor de EHL (13,03) proximo ao da fase oleosa,
levando a formagdo de microestruturas com equilibrio termodindmico mais favoravel, ou
seja, a elaboracdo de microemulsdes com maior estabilidade.

Os tensoativos ndo idnicos, como Kolliphor® HS15 e Span® 80, apresentam um
perfil menos toxico quando comparado aos tensoativos i0nicos, além de uma boa
compatibilidade cutanea e a capacidade de manter seu desempenho numa ampla faixa de pH
(BORGES, 2011). J& o componente de fase oleosa, MIP tem sido utilizado com sucesso em
diferentes trabalhos cientificos que abordam as microemulsdes como sistemas de liberagao

de farmacos. De acordo com a literatura, o MIP pode ser empregado tanto em

microemulsdes A/O como em O/A (MONTEIRO, 2011).

5.3.2 Diagrama de Fases

As formulagdes de microemulsdes sdo geralmente desenvolvidas utilizando
diagramas de fase pseudoternarios. Por meio deles, ¢ possivel identificar os componentes
mais adequados e suas proporgdes relativas para a obtencao de sistemas fisicamente estaveis
(SILVA et al., 2015). Quando se modifica progressivamente a composi¢ao de uma mistura
de solventes imisciveis, as mudangas que serdo produzidas na dispersao coloidal podem ser
traduzidas por importantes variagdes nas propriedades termodinamicas dos componentes que
a compdem (STRECK, 2013).

Definidos os componentes necessarios, o diagrama de fases pseudoternario foi
construido para identificar as regides de microemulsdes e, consequentemente, para
selecionar as propor¢des ideais de tensoativos e 6leo da formulagdo. A figura 8 mostra o
diagrama pseudoternario de fases obtido a partir da mistura dos tensoativos, fase oleosa e

aquosa, utilizando-se a metodologia de titulagao.
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Figura 11 - Diagrama de fase pseudoternario para o sistema Kolliphor® HS15, Span® 80 (9:1),
miristato de isopropila e agua.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Por meio do diagrama pseudoternario obtido neste estudo (figura 11), foi possivel
observar o comportamento de fase das misturas dos tensoativos, fase oleosa e aquosa,
identificados diversos estados de transi¢ao, bem como pela presenga de areas de formacao
de microemulsdes do tipo O/A, A/O ou bicontinuas, indicada em negrito, caracterizando
regides onde a energia empregada e as propor¢des dos componentes foram adequadas para

reduzir a tensdo interfacial até a formacao de um sistema homogéneo, limpido e translicido.

5.3.3 Selec¢ao da formulagdo

A partir do diagrama obtido e das caracteristicas organolépticas, foi selecionada uma
formulag¢do para incorporagdo OEM. A formulagdo escolhida (figura 12) apresentou um
aspecto semi-solido, bastante viscoso e com caracteristicas macroscopicas de MEs (limpida
e transparente), mantendo-se estdvel mesmo apos um periodo de 48 horas pos-producdo. A
tabela 3 expde as propor¢des dos componentes da microemulsdo branca (ME-BR) em

estudo.
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Figura 12- Aspecto visual da amostra selecionada

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 2 - Composi¢des centesimais da formulagdo selecionada

FORMULACAO COMPONENTES (%)
Kolliphor® Span®80  Miristato de Agua
HS15 isopropila destilada
ME-BR 31,05 3,45 34,5 31,0

Fonte: dados da pesquisa

A incorporagdo do OEM ocorreu baseada nos estudos realizados por Flores (2011) e
Gnatta (2012), que relataram a ocorréncia de dermatite de contato em 1,8% da populagao,
quando utilizaram o OEM nas concentragdes de 5 a 10% (v/v). J& Monteiro et al. (2014),
em seu estudo que o uso do OEM em cosméticos de uso externo deve ser de 2% a 5%.
Dessa forma, a quantidade do OEM incorporada foi mantida constante a niveis terapéuticos,
exibindo uma concentracio final de 3,45% (v/v). E valido salientar, que ap6s a incorporagao
do oleo essencial houve apenas uma pequena redugdo da viscosidade do sistema quando
analisado visualmente, sendo as demais caracteristicas macroscOpicas analisadas

semelhantes as citadas anteriormente.

5.4 Caracterizacao morfolégica da ME
5.4.1 Curva de condutividade elétrica

Song, Xu e Hou (2010) demonstraram que com o aumento da fracdo de dgua nas
microemulsdes acontecem mudancas na condutividade elétrica. Inicialmente, a formacao de
goticulas ocorre quando o volume de agua € pequeno, sendo observado um valor de ¢ baixo
ou proximo de zero, sugerindo a ocorréncia de ME do tipo A/O. Em seguida, ha um

aumento nao linear de ¢ indicando que a microemulsdo passa por uma transicao estrutural
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gradual dando origem a uma microemulsdo bicontinua, formada devido ao crescimento
progressivo e interligacdo dos microdominios aquosos. Logo apos, acontece o aumento
linear da o, devido a formagdo de microdominios aquosos resultante da fusdo parcial das
microgoticulas inversa, sugerindo que a microemulsao seja do tipo O/A formada na regido
de alto teor de agua.

Enquanto a fracdo de dgua (Ow) aumenta, a condutividade elétrica destes sistemas
ligeiramente se eleva, até que o ponto que o limiar de percolagdo (®p) for atingido,
observando uma redugdo repentina do valor de condutividade. Este fendmeno ¢ conhecido
como percolacdo, e a ®w critica no qual estd ocorre ¢ conhecida como limiar de percolagdo
(®p) (KLOSSEK et al.,, 2013). Diante disso, a condutividade elétrica do sistema de

microemulsdo investigado, em fungdo da agua, ¢ apresentada na Figura 13.

Figura 13 - Curva de condutividade elétrica para ME-BR
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Figura 13 demonstra as mudancas na condutividade do sistema investigado (ME-
BR), onde a principio observa-se que a condutividade € quase zero antes de acrescentar agua
(até ~ 8% p/v) e que no decorrer da titulagdo aquosa ocorreu um aumento da mesma até ~

23% p/v, apos tal fato ndo ocorreu nenhuma alteragcdo pela adicdo de dgua, em seguida,
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houve uma redugdo de tal parametro, podendo ser justificado pela diminuicdo da fracao
lipidica presente no meio disperso. A partir disso, a curva ilustra trés regides estruturais: ME
W/O com ®w < 8% (p/v); ME bicontinua [(8% (p/v) < ®w < 23% (p/v)] e ME O/W com
dw > 23 % (p/v) (SILVA, 2008; SONG; XU; HOU, 2010; RESENDE, 2013).

Dessa forma, mediante os resultados expostos propde-se dizer que o ponto
equivalente a microemulsdo escolhida pode ser classificado como bicontinuo, uma vez que o
mesmo se encontra no intervalo proposto para dada classificagdo. Também ¢ possivel
observar que o limiar de percolagdo (®p) encontrado para tal sistema foi de 7,4 mL.
Todavia, é necessario o emprego de outras técnicas para caracterizagdo, uma vez que esse

tipo de sistema apresenta uma estrutura complexa.

5.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) ¢ uma técnica que mede as
temperaturas ¢ o fluxo de calor associado com as transi¢des dos materiais em funcao da
temperatura e do tempo (TEXEIRA, 2010).

A partir da curva de congelamento obtida por meio da analise de DSC ¢ possivel
obter uma direcdo sobre os possiveis tipos estruturais de MEs, uma vez que ME do tipo A/O
apresenta um pico de congelamento que pode ser relacionado com o pico de congelamento
da fase oleosa, enquanto ME bicontinua apresenta o pico de congelamento da fase aquosa e
oleosa como dois picos separados e distintos. Ja4 ME do tipo O/A apresenta apenas o pico de
congelamento que pode ser relacionado com o pico de congelamento da fase aquosa
(ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2011).

A figura 14 indica as curvas de DSC da ME-BR, do MIP e da 4gua, respectivamente.
No que diz respeito a curva da agua pode ser observado um pico exotérmico na temperatura
de -19,85°C (4H = -909,4 J/g), correspondente ao ponto de cristalizacdo da dgua, e um pico
na temperatura de 7,32 °C (4H = 10768,3 J/g), correspondente ao ponto de fusdo da 4agua,
mostrando-se semelhantes ao estudo realizado por Cavalcanti e colaboradores (2011) e

Chayana e colaboradores (2013).
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Figura 14 — Curvas de DSC da fase aquosa, fase oleosa ¢ ME sem o0 OEM
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Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise térmica do MIP por DSC (Figura 14) revelou picos em -7,00 °C (4H = -
317,7 J/g) e -17,8 °C (4H = -40,34 J/g). Tais picos se encontram com valores proximos aos
descritos no estudo de Podlogar e colaboradores (2004), sendo esses relacionados ao ponto
de congelamento e de impurezas que estdo presentes no oleo, respectivamente. Também foi
possivel observar um pico em endotérmico em cerca de 9 °C, correspondente ao seu ponto
de fusao (ROOHPOUR et al., 2009).

Ja na curva de DSC da ME-BR, houve a presenca de picos na temperatura de -
20,88°C (4H = -184.3 J/g), -9,73°C (4H = -30,86 J/g) e 4,12°C (4H = 282,13 J/g), sendo o
primeiro sugestivo do ponto de congelamento da &4gua, pois segundo Chayana e
colaboradores (2013) que observaram que a temperatura de cristalizagdo da agua pura
ocorria a -17°C, mas que para os sistemas microemulsionados com uma proporcao elevada
de 4gua, esse pico de congelamento caia para proximo a — 30°C, devido a interagdo que
ocorre entre a agua e os tensoativos do sistema microemulsionado. A presenga da agua

também pode ser sugerida pela ocorréncia do pico endotérmico em 4,12°C caracterizando a
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sua fusio (GUIMARAES, 2013). J4 o pico em -9,73°C é provavelmente corresponde ao seu
ponto de congelamento do MIP.

Diante disso, os resultados indicam que os picos encontrados na ME-BR se
aproximaram do ponto de congelamento da fase aquosa e oleosa, evidenciando que a ME em
estudo tratam-se de MEs do tipo bicontinua. Esse resultado corrobora com que foi descrito
em estudos encontrados na literatura (LIU et al., 2009; HATHOUT et al., 2010; ZHANG;
MICHNIAK-KOHN, 2011; DENG et al., 2015).

5.4.3 Microscopia de luz polarizada

O comportamento de uma substancia em relacdo ao efeito que causa na luz
polarizada pode ser classificado como anisotropico ou isotropico. Os cristais liquidos
anisotropicos sdo capazes de desviar a luz sob um plano de luz polarizada ¢ podem ser
denominados como cristal liquido de fase hexagonal ou de fase lamelar, enquanto que
cristais liquidos opticamente isotropicos, que nao sdo capazes de desviar a luz nas mesmas
condigdes, sao denominados como cristal liquido de fase cubica. Sendo assim, os sistemas
anisotropicos podem apresentar, em sua fotomicrografia, estruturas estriadas que condizem
com a formacgado de cristais liquidos de fase hexagonal ou podem apresentar estruturas em
cruz de malta indicando presenca de cristais liquidos de fase lamelar. J& os sistemas
isotropicos apresentam em sua fotomicrografia um campo escuro e indicam a formacao de
fase cubica ou microemulsdo (OLIVEIRA, 2012; SILVA, 2012; PRADO, 2013; RISSI,
2013). Na figura 15 estdo representadas as fotomicrografias obtidas através da observacao

das amostras sem e com a luz polarizada, apos 24 horas do preparo.

Figura 15- Fotomicrografias das ME-BR e ME-OEM sem e com o uso do polarizado.

ME-BR ME-OEM

ME-OEM

Legenda: A- Sem o uso do polarizador; B- Com o uso do polarizador
Fonte: Dados da pesquisa.
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A partir das imagens ¢ possivel observar que tanto a formula¢do sem o OEM quanto
a que continha o 6leo essencial mostraram ser isotropicas, ou seja, sob o plano de luz
polarizada, ndo desviaram a luz, resultando em campo escuro. Diante disso, pode dizer que
as amostras em estudos sdo consideradas como microemulsdoes. Também ¢ importante
observar que houve a manutencdo estrutural do sistema apds a incorporacdo do Oleo
essencial, sendo essa particularidade de grande valia uma vez que ndo prejudicou as
caracteristicas do sistema, possibilitando o desenvolvimento de um sistema para liberagdo do
6leo de melaleuca. Esse resultado se mostrou semelhante ao de Pacheco (2013), que

desenvolveu um sistema nanoestruturados bioadesivos com OEM.

5.5 Caracterizacéao fisico-quimica da formulacao
5.5.1 Caracterizagdo macroscopica

A caracterizagdo macroscOpica permite enfatizar se estes sistemas possuem o0s
requisitos de uma ME verdadeira e se a presenca do fairmaco ¢ ou ndo capaz de alterar as
caracteristicas intrinsecas apresentadas pelo sistema sem o farmaco. A limpidez,
homogeneidade, auséncia de material particulado, cremagem ou separagdo de fases, além da
transparéncia e da estabilidade termodinamica correspondem a fatores imprescindiveis das
MEs que devem permanecer inalteradas mesmo apo6s a adi¢do do farmaco (SILVEIRA et al.,
2013). A figura 16 traz a avaliacdo macroscopica das amostras recém preparadas e apos 15

dias de armazenamento.

Figura 16 — Analise macroscopica das microemulsdes

Legenda: A — amostras recém preparadas ¢ B-amostras apos 15 dias de armazenamento
Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto a analise macroscopica, as microemulsdes contendo o OEM e a formulacao

sem o Oleo essencial, apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias, forma de um
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gel limpido, brilhante, homogéneo, com consisténcia e de fécil espalhabilidade. A adigdo do
OEM provocou uma pequena alteracdo na consisténcia do sistema proposto. Também foi
possivel perceber que as caracteristicas organolépticas encontradas no sistema apos o
armazenamento € semelhante ao recém formulado, dando indicios de uma boa estabilidade.
Tal resultado se mostrou semelhante ao estudo de Paines e colaboradores (2015) com o

desenvolvimento de hidrogeis contendo o OEM.

5.5.2 Determinagdo do pH

A andlise de potencial hidrogenionico (pH) para microemulsdes um indicativo de
estabilidade do sistema. Um baixo valor de pH indica uma elevada quantidade de acidos
graxos na formulag@o, oriundos da hidrolise do sistema tensoativo ou da fase oleosa, que
pode ocorrer devido a condigdes de armazenamento e processamento inadequados da
amostra. Além disso, o pH da formulacdo deve ser favoravel a sua aplicacdo na pele, tendo
em vista que os valores de tolerancia biologica para aplicagdo de produtos cutineos estdo
entre 5,5 e 8,0 (BRUXEL et al., 2012; GUIMARAES, 2013; ROLIM, 2016). Diante disso,

os resultados de pH da formulagdo estudada pode ser visualizada na tabela 4.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas das microemulsdoes ME-BR ¢ ME-OEM

AMOSTRAS pH + DP* indice de refracdo
ME-BR 6,63 = 0,057 1,636
ME-OEM 6,73 £ 0,057 1,646

*Média + Desvio padrdo, n=3
Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a tabela acima (tabela 4), os valores de pH das microemulsoes estao
compativeis com o da pele, o que as torna aptas para a utilizacdo em administragao topica
em relagdo ao pH. Segundo Borges (2011), as formulacdes de administracdo topica devem
ser compativeis com relagdo a esses valores de pH, caso contrario, podem expor a pele a

entrada de microrganismos.

5.5.3 Indice de Refracdo

As microemulsdes sdo agregados esféricos incapazes de desviar o plano de luz
incidente. No entanto, durante um processo de inversdo de fases tornam-se anisotropicos,
sem apresentar qualquer descontinuidade aparente nas suas propriedades fisicas, mas que
pode ser evidenciado pela variacdo do indice de refracio (ALVARES, 2014). Diante disso,
pode-se observar na Tabela 4 que a incorporacdo do OEM nio interferiu no indice de

refracdo da microemulsdo quando comparada com a microemulsdo sem o dleo essencial,
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podendo indicar que o dleo ndo causa perturbacdes no sistema microemulsionado, mas que

s6 podera ser afirmado mediante conclusao dos demais ensaios propostos.

5.6 Caracterizacao reoldgica
5.6.1 Espalhabilidade

A espalhabilidade pode ser definida como a expansdo de uma formulagdo semi-
solida sobre uma superficie apés um determinado periodo de tempo, sendo uma das
caracteristicas essenciais das formas farmacéuticas destinadas a aplicagdo topica, pois esta
intimamente relacionada com a aplicacdo destas formulacdes no local de acdo
(BORGHETTI; KNORST, 2006). A aceitagdo pelo consumidor ¢ dada pela aparéncia,
sensagdo pelo contato inicial com a pele, espalhabilidade e oleosidade residual apos a
aplicagdo. As emulsdes cosméticas cremosas devem apresentar viscosidade adequada,
porém o efeito rapido de espalhamento ndo deve ser comprometido no decorrer de sua
aplicagdo (MILLAN et al., 2007).

Os valores de espalhabilidade alcancados para as microemulsdes, em fungdo do peso
adicionado, estdo representados na figura 17. Através desta andlise, verificou-se um aumento
gradual da 4rea de espalhabilidade em fun¢do do peso adicionado, indicando um
comportamento semelhante entre as formulagdes. Além disso, foi possivel perceber que
houve diferengas significativas (p<0,05) entre o perfil de espalhabilidade da microemulsao
contendo o OEM quando comparadas as formulagdes sem o 6leo essencial. Esse resultado
pode ser justificado pela redugdo viscosidade da amostra apds a incorporacao do dleo que
ocasionando uma maior espalhabilidade em relagdo ao peso adicionado. No estudo de Paines
e colaboradores (2015) utilizando o OEM em hidrogéis, ndo foram observadas diferengas
significativas entre a espalhabilidade dos hidrogéis. Entretanto, os resultados do presente
estudo mostraram-se semelhante a trabalhos com outros 6leos essenciais (BORELLA et al.,
2010; CORDEIRO et al., 2013).
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Figura 17- Espalhabilidade das formulagdes em fung¢éo do peso adicionado
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Fonte: Dados da pesquisa

A determinacdo da espalhabilidade constitui um teste importante para a avaliacao da
estabilidade de formulagdes, uma vez que mudangas na consisténcia dos produtos poderao
ser detectadas. A literatura relata a utilizagdo deste ensaio na avaliagdo da estabilidade de

formulagdes semi-solidas topicas (SAVIAN et al., 2011).

5.6.2 Reologia
Dentre as varias técnicas utilizadas para caracterizagdo de sistemas

microemulsionados a reologia ¢ frequentemente citada, uma vez que diferencia sistemas
comuns de géis, além de fornecer informacdes sobre a dindmica e o tamanho das
microemulsdes (ANJOS, 2012). Tais analises sdo interessantes também, pois se a
formulag¢do produzida tiver melhores caracteristicas reologicas, ela podera ser utilizada de
maneira mais agradavel no momento de sua aplicagdo sobre a pele lesada e em menor
quantidade, levando a uma reducdo do consumo dessa preparacdo com a mesma eficacia
terapéutica (MACHADO; VALENTINI, 2014)

Ainda em rela¢do ao comportamento dos fluidos, ¢ importante avaliar a tixotropia de
sistemas semi-solidos, pois € um parametro interessante, tanto em nivel da estabilidade das

formulag¢des como da facilidade da aplicagdo topica (SANTOS, 2015). A tixotropia pode ser
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conceituada como a propriedade apresentadas por certos fluidos que permite que o mesmo

sofra uma modificacdo da consisténcia quando aplicada uma for¢a mecanica minima

(GARCES, 2016). As figuras 18 e 19 indicam o comportamento das formulagdes estudadas,

antes e apos a incorporacao de OM.

Viscosidade (1))

|

Figura 18- Reograma da Tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento das formulagdes em estudo
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 19- Reogramas da viscosidade versus taxa de cisalhamento das formulagdes em estudo
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Ao observar as curvas acima, nota-se que as amostras apresentam fluxo ndo-
newtoniano com indicativo de fluido pseudoplastico, pois ndo houve relagdo linear entre os
valores das tensdes de cisalhamento e os valores das velocidades de cisalhamento, sendo
visiveis também pela diminuicdo da viscosidade aparente em fungdo do aumento da
velocidade de corte, em ambas as formulagdes. Este aumento de velocidade provoca a
quebra na estrutura de rede do gel, originando uma diminuicdo gradual da viscosidade.
Também foi possivel observar que todas as amostras apresentaram tixotropia, sendo
visualizado a partir das diferencas de tensdo e viscosidade entre as curvas de taxa ascendente
e descendente, descrevendo fendmeno conhecido como histerese. Dessa forma, os sistemas
necessitam de um tempo maior para retornar a sua estrutura inicial apds o cisalhamento.
Esse perfil reologico € caracteristico de sistemas dispersos, pela reducdo da viscosidade com
o cisalhamento do produto na pele, todavia a recuperagdo da estrutura é tempo-dependente,
possibilitando apés a administragdo uma eficiente bioadesdo. Tais resultados corroboram
com os estudos realizados com diversas preparagdes semi-solidas (SOLIMAN et al., 2010;
PATEL et al., 2012; DAS; NG; TAN, 2014; MENDES, 2015).

Uma preparagdo com comportamento tixotropico tende a ser mais estavel
fisicamente porque ¢ mais consistente quando nao se lhe aplica qualquer tensdo. Logo, os
constituintes da preparacdo mais dificilmente se separam. Quando na aplicacdo, dado ser
aplicada uma tensdo sobre a preparacdo e devido precisamente ao comportamento
tixotropico, a preparacdo torna-se mais fluida, facilitando o espalhamento, facilitando a
aplicagdo cutanea. Assim que termina a aplicacdo, a preparagao recupera a sua viscosidade
inicial, evitando que o produto aplicado escorra para outras zonas da pele (SANTOS, 2015).
J& a redugdo da viscosidade quando altas tensdes de cisalhamento sdo aplicadas,
caracteristico de fluidos pseudoplastico, permite que o produto possa cobrir a pele de forma

uniforme (ZUGLIANELLO, 2015).

5.7 Validacao do método analitico para quantificacdo do marcador terpinen-4-ol
presente nas microemulsdes

5.7.1 Seletividade

A seletividade ¢ dita como a capacidade que o método possui de medir exatamente
um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo ¢ componentes da matriz (ANVISA, 2003). A matriz da amostra pode conter

componentes que interferem no sinal analitico de interesse. Desta forma, a seletividade
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avalia o grau de interferéncia destes componentes sobre o sinal medido (GUILHEN et al.,
2010).

Diante disso, a especificidade foi avaliada por comparagdo dos cromatogramas da
formulacdo sem o OEM e com a que continha OEM (figura 20). O cromatograma da ME-
OEM mostrou um pico em cerca de 15,9 minutos referente ao terpinen-4-ol (Figura 20-B).
Enquanto que no cromatograma da ME-BR (Figura 20-A), ndo foi observado nenhum pico
no mesmo tempo de retengdo. Esse resultado demonstra que ndo houve interferéncia na

determinagdo quantitativa do OEM a partir dos componentes da formulagao.

Figura 20 - Cromatogramas da ME-BR e ME-OEM
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Legenda: A- ME-BR ¢ B- ME-OEM
Dados da pesquisa.

5.7.2 Curva de calibragdo e lincaridade
A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em andlise, sendo determinada pela

relagdo matematica entre o sinal medido e a concentracdo ou massa do analito de interesse
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(tabela 5). Os dados das curvas analiticas, resultante da média das triplicatas dessas curvas
(figura 21) mostraram adequabilidade para faixa estudada entre 100 a 1000 ppm com R
quadrado maior que 0,99 (tabela 5). O método pode, portanto, ser considerado linear, pois o
coeficiente de correlagao obtido a partir da curva analitica ¢ superior ao valor recomendado
pela ANVISA (r>0,99).

Tabela 5 - Curvas analiticas (y=ax+b) da analise do Terpinen-4-ol, bem como os valores de R quadrado das
curvas analiticas

Variaveis Dias
1 2 3
Interceptodo Y -115533 -42323 -133544
Inclinacao da 6574 6402 6648
Reta
R quadrado 0,9911 0,9944 0,9919

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 21 — Curvas de Linearidade para as concentragdes em estudo nos dias de analises
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A analise do grafico de residuos gerados a partir de ajustes de modelos lineares aos
dados de calibragdo revela que os residuos gerados sdo pequenos e ndo apresentam
heterocedasticidade e, também, nenhuma tendéncia que demonstre a falta de ajuste dos

modelos, confirmando sua adequacao as respostas obtidas (figura 22).

Figura 22 - Grafico de Residuos da faixa de analise entre 100 a 1000 ppm de Terpinen-4-ol
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.7.3 Precisao
A precisdo foi avaliada em relacdo aos niveis de repetibilidade e precisdo

intermediaria. Para se avaliar a repetibilidade do método, 6 réplicas de cada amostra foram
analisadas, sob as mesmas condigdes e em um mesmo dia de andlise (repetibilidade)
apresentados na tabela 6 e 6 réplicas de cada amostra em dias diferentes (precisdo
intermedidria), apresentados na tabela 7, sendo entdo feita a estimativa do desvio padrdo

relativo (DPR) destas medidas.

Tabela 6 - Valores de Precisdo Intermediaria das concentracdes de 100, 690 e 1000 ppm

Concentracoes 12 Dia (CV %) 22 Dia (CV %) 32 Dia (CV %)

(ppm)
100 1,3302 0,9955 1,5583
690 1,2250 1,1893 1,1551
1000 3,5995 2,5988 2,5163

Legenda: CV% - Coeficiente de variagdo em porcentagem
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7- Valores de Precisdo (Repetibilidade) das concentragdes de 100, 690 e 1000 ppm

Concentracdes (ppm) CV %*
100 1,2932
690 1,1897
1000 2,9048
*n=3

Legenda: CV% - Coeficiente de variagdo em porcentagem
Fonte: Dados da pesquisa.
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Pela observacdo dos dados de repetibilidade, ¢ possivel observar ndo houve variagdo
acima de 5% sendo os valores limites entre 0,9955 a 3,5995%. Assim como os dados
apresentados na precisdo intermedidria uma vez que nao houve variagdo acima de 5% sendo
os valores limites entre 1,1897 a 2,9048 %. Diante disso, pode-se concluir que o método em

analise € preciso.

5.7.4 Exatidao

A exatiddo do método mede quanto o resultado de um dado método analitico se
aproxima do resultado real previamente definido. O método de determinagao do Terpinen-4-
ol foi medida através dos percentuais de recuperacio nas concentragdes de 100, 690 e 1000
ppm. As recuperacdes médias obtidas variaram de 92,1754 a 103,1838% (tabela 8), ndo

havendo variacdo acima de 15 %.

Tabela 8 - Estudo de Exatidao das concentragdes de 100, 690 e 1000 ppm do Terpinen-4-ol

Concentracdes (ppm) Meédia de Recuperacao dos trés dias
analisados (%)
100 103,1838
690 92,1754
1000 100,7750

Fonte: Dados da pesquisa.

5.7.5 Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificacao (LQ)

O limite de detecgao e quantificagdo sdo atributos da validag@o analitica. O primeiro
refere-se a menor quantidade de uma substancia presente em uma amostra que possa ser
detectado, porém sem quantificd-lo. J4 o segundo, estd relacionado a menor quantidade de
um composto presente em uma amostra que possa ser determinado com precisao e exatidao
aceitaveis sob condi¢des experimentais declaradas (ANVISA, 2003). Com os dados
oriundos da avaliacdo de lincaridade, foram calculados os limites de deteccdo e
quantificacdo, através das equagdes 6 e 7 (item 4.2.7.5). O LD determinado através da razdo
entre sinal:ruido (3:1) foi de 22,16 ppm, e o LQ determinado pela relacdo sinal:ruido (10:1)
foi de 73,86 ppm.

5.8 Doseamento do terpinen-4-ol em Microemulsoes
Para o teste de doseamento foi utilizado concentragdes do padrdo Terpinen-4-ol (40,

60, 77, 80 e 100 ng/mL). A curva de quantificagdo para o estudo de recuperagao obteve-se a
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equacdo da reta Y = 1,369E6*X + 3,804E6 (Figura 23 - Curva de Concentragio do Terpinen-4-ol no
intervalo de 40, 60, 77, 80 ¢ 100uL/mL.Figura 23).

Figura 23 - Curva de Concentragdo do Terpinen-4-ol no intervalo de 40, 60, 77, 80 ¢ 100 L/mL.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise do grafico de residuos (figura 24) apresentou um ponto com
heterocedasticidade devido ao desvio padrdo gerado pelos valores obtidos na concentragiao
de 77 ug/mL, apesar deste ponto a andlise ainda mostra homogeneidade do intervalo

estudado assim nenhuma tendéncia que demonstre a falta de ajuste.

Figura 24 - Grafico de Residuos da andlise da curva de concentracdo do Terpine-4-ol no intervalo de 40, 60,
77,80 e 100 pg/mL.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Também foi possivel a partir da curva de concentragdo observar que a concentragao
do Terpinen-4-ol no 6leo essencial da Melaleuca alternifolia ¢ em média 1,3808 vezes

menor que no padrdo.

5.8.1 Estudo de Recuperagdo do método de extragdo

A anadlise de recuperacdo da metodologia de extragdo utilizada encontra-se descrita

na tabela 9.
Tabela 9 - Resultado da metodologia de recuperacdo e analise do Terpine-4-ol.
Método de Extracao da amostra Recuperacao™ (%)
Padrao do Terpinen-4-ol 113,8871
OEM 104,9632
ME-OEM 108,0130
*n=3

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir da tabela acima (tabela 9) € possivel observar um recuperagao total do 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia incorporado na formulagdo, por meio de uma
concentragdo maxima de terpinen-4-ol. Também ¢é possivel perceber que o método de
extracdo do OEM das MEs empregado mostrou-se eficiente. Tal resultado encontra-se
semelhante ao de Sonia e Anupama (2011), que obteve uma recuperacdo maxima do
terpinen-4-ol utilizando a mesma técnica de extracdo. Assim como Biju e colaboradores
(2005) que utilizaram um método semelhante ao presente trabalho, atingindo uma
recuperacdo de aproximadamente 100% por Cromatografia em Camada Fina de Alto
Desempenho (HPTLC).

5.9 Estudo de estabilidade preliminar
5.9.1 Centrifugacao

Os produtos de aplicagdo topica manifestam problemas especificos de estabilidade.
Recorrem-se, por isso, a técnicas de envelhecimento adaptadas para produtos de aplicagdo
cutdnea, como por exemplo, a avaliagdo da estabilidade acelerada por centrifugagao
(SANTOS, 2015).

A centrifuga¢do ¢ uma técnica bastante empregada nos estudos de estabilidade de
sistemas dispersos, pois possibilitam verificar, em um espago de tempo curto, possiveis
instabilidades fisico-quimicas das formulag¢des. Essa ferramenta tem a finalidade de produzir

estresse na amostra, de modo a simular um aumento na for¢a de gravidade, elevando a



77

mobilidade das goticulas e antecipando possiveis instabilidades, que podem aparecer como
precipitagdo, separagdo de fases, formacdo de sedimento compacto (caking) e coalescéncia,
entre outras (JAIN et al., 2010; JADHAV; KATE; PAYGHAN, 2015). Existem inimeras
diferengas entre uma emulsdo e uma microemulsdo, sendo uma das principais a elevada
estabilidade da microemulsdo e consequentemente a resisténcia a sedimentagdo. Geralmente,
a acdo de uma forga fisica (gravidade ou forca centrifuga) ¢ capaz de quebrar uma emulsdo,
mas 0 mesmo nao ocorre com uma microemulsdo (ASSIS, 2014).

Todas as formulagdes submetidas ao teste de centrifugacdo nas rotagdes de 12000 e
14000 rpm permaneceram estaveis, sem evidéncias de separacdo de fases ao final do teste.
Diante disso, conclui-se que o método de incorporagdo do 6leo essencial ¢ adequado para a

formulagao estudada.

5.9.2 Estresse térmico

O estresse térmico ¢ considerado como uma ferramenta 1util para andlise da
susceptibilidade de microemulsdes contendo 6leos essenciais, pois estima a ocorréncia de
possiveis processos de instabilidade em produtos que os contém quando expostos ao calor
durante seu preparo ou armazenamento (CAMARGO, 2008).

O teste de estresse térmico aplica-se condi¢des de extrema temperatura em periodos
pré-determinados de tempo, permitindo o incremento da energia cinética do sistema, sendo
possivel observar sua susceptibilidade (GALVAO, 2015). A tabela 10 demonstra os

resultados para o teste de estresse térmico.

Tabela 10 — Estresse térmico das amostras em estudo

Formulacoes Estresse Térmico
40 °C 50 ¢C 60 °C 70°C 80°C
ME-BR SA SA MO MO SF
ME-OEM SA SA MO MO SF

Legenda: SA — Sem alteragdo; MO — Modificada; SF — Separag@o de fase
Fonte: dados da pesquisa.

Através do estresse térmico foi possivel observar que as formulagdes comegaram a
sofrer alteragdes em sua viscosidade na temperatura de 60 °C, tornando-se mais liquida
sendo tal modificagdo acentuada na temperatura de 70 °C. Em relacdo a turvagdo e
precipita¢do no sistema, foi possivel perceber que a 60 °C houve uma pequena precipitacao
e, consequentemente, uma leve turvacdo. Ja na temperatura de 70 °C tais fendomenos
ocorreram de forma moderada. Tais resultados podem ser justificados pelo estudo realizado

por Araujo (2013), em que relata que aumento turvagdo das amostras pode estar relacionado
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a uma desordem, influenciada pela temperatura, nas propriedades intrinsecas dos tensoativos
utilizados. A solubilidade dos tensoativos etoxilados, como por exemplo, o KHS15, em 4gua
depende das interagdes de solvatacdo dos atomos de oxigénio da cadeia polioxietilénica
pelas moléculas de agua. Desta forma, quando a temperatura do sistema aumenta, o
movimento interno das moléculas de agua pode exceder essa forca de atragdo, reduzindo a
solvatacdao da cadeia e, consequentemente, a solubilidade na fase aquosa. Desse modo, os
tensoativos nao-ionicos contendo 0xido de etileno exibem o comportamento de solubilidade
reversa em agua com a elevagdo da temperatura, ocasionando a turvacdo dos sistemas nos
quais estdo inseridos.

Foi possivel observar também que na temperatura de 80°C ocorreu um fendmeno de
instabilidade conhecido como separagdo de fases em ambas as formulagdes. Segundo Bruxel
et al. (2012) as microemulsdes apresentam diversas forgas, como a formacdo de uma
barreira mecanica entre as goticulas de oleo e a fase aquosa (formadas pelos emulsificantes)
e as forgas de repulsdo eletrostdtica entre as goticulas de 6leo e dgua. Quando uma destas
forcas ¢ rompida por diversos fatores, como o aumento de temperatura, a tendéncia final do
sistema € separar completamente a fase oleosa da aquosa, com diversos estagios de
instabilidade como: floculagao, cremagem, coalescéncia, bem como a separagdao de fases.
Dessa forma, o processo presente nesse teste ndo € indicativo de que este sistema ndo seja

estavel por um longo periodo de tempo em temperatura ambiente.

5.9.3 Ciclo gelo — degelo

O teste do ciclo gelo-degelo utiliza condi¢des drasticas de temperatura para elevar a
velocidade de degradacdo quimica e favorecer alteragdes fisicas de substancias e/ou
modificacdes na forma farmacéutica ou cosmética, usando condicdes extremas de
armazenamento. Portanto, esse teste tem sido utilizado com o propoésito de acompanhar as
reacoes de degradagdo e predizer o prazo de validade das preparagdes farmacéuticas. Esse
teste ¢ importante para a determinagdo da capacidade da microemulsdo de resistir ao choque
térmico, bem como para avaliar a estabilidade fisica da formulagao (VELASCO et al., 2008;
SOLIMAN et al., 2010).

Em relagdo ao ciclo gelo-degelo, as formulagdes evidenciaram indicios de
instabilidade (separagdo de fase) quando observadas visualmente, ao final do terceiro ciclo
(Figuras 25 e 26).
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Figura 25- Amostra antes do ciclo gelo-degelo

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 26 - Amostras com separacdo de fases apos o terceiro ciclo de gelo-degelo

Fonte: Dados da pesquis.

Tal fendmeno pode ser justificado pela desidratagio das moléculas do Kolliphor®™ e
Span® 80 durante os ciclos em estufa, pois tensoativos ndo idnicos sdo caracterizados pela
forte dependéncia da solubilidade com a temperatura. O aquecimento pode levar a formagao
de micelas gigantes com reduzida solubilidade em é4gua, levando a desestabilizagdo do
sistema (GALVAO, 2015). Ja Jain e colaboradores (2010) relatam que em temperaturas
baixas, a formag@o de cristais de gelo nas microemulsdes pode fazer com que as particulas
de 6leo se alonguem. Além disso, a porgao lipofilica da molécula do emulsionante perde a
sua mobilidade, enquanto as por¢des hidrofilicas desidratam devido a agdo do congelamento
da agua. A medida que a amostra é descongelada, a 4gua ¢ liberada rapidamente atraves das
microemulsoes. Se o sistema estabilizar antes da coalescéncia ocorrer, entdo a microemulsao
sera estavel ao teste. Contudo, se a taxa de redissolugdo dos componentes for lenta, pode
ocorrer instabilidade no sistema

Microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estdveis, porém podem apresentar
algumas limitacdes quanto as suas propriedades, uma vez que essas sao fortemente afetadas

por alteragdes de temperatura e/ou diluicdes (BRUXEL et al., 2012). Segundo Mezadri
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(2010), a desistabilizagdo de sistemas microemulsionados em extremos de temperatura niao
significa que essas microemulsdes ndo sejam estdveis em temperatura ambiente. Dessa
forma, € possivel considerar a formulacdo desenvolvida como um sistema muito promissor

para uso topico.

5.10 Avaliagdo /n vivo da atividade anti-inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana da ME
5.10.1 Aspectos clinicos das feridas cutaneas

Quando a aspecto clinico (figura 27) foi observado que todas as lesdes apresentaram
cicatrizacdo por segunda intengdo, ocorrendo a substituicdo do tecido lesionado por outro
semelhante caracterizado pela formacdo de tecido de granulacdo e contragdo da ferida,
conforme descrito por Batista e colaboradores (2015). Os grupos analisados demonstraram
uma evolugdo razoavelmente uniforme, com lesdes apresentando hiperemia branda ¢ pouco
exsudato até o terceiro dia, ndo sendo observada a formacao de abcessos nas feridas eu pode
ser justificado pela agdo antiedematosa e anti-inflaméatoria do OEM (SANTOS, 2011; LOW
etal, 2013).

A partir do quarto dia de andlise todos os grupos apresentaram o surgimento de
crosta amarelada. Ja no sexto dia foi observada uma area central aumentada de volume de
aspecto irregular com a formagao de fina crosta de coloragdo marrom escuro aderida a lesao.
O mesmo foi observado por Batista e colaboradores (2014). Ao nono dia de andlise foi
observado que as feridas apresentavam bordas e area central diminuida de volume, mas que
ndo se encontravam reparadas permitindo mensuracdes. A partir do décimo primeiro
verificou-se que alguns grupos em analise apesentaram uma cicatrizagdo completa de suas
lesdes, sendo esses os tratados com as MEs-OEM. Esse resultado pode ser justificado devido
a acdo cicatrizante demonstrada por tal 6leo essencial (FLORES et al., 2011; PIRES, 2016).
No estudo realizado por Flores e colaborados (2014), foi visto um maior efeito na
cicatrizagdo de feridas no grupo tratado com hidrogeis com OEM, mostrando assim a
viabilidade da utilizacdo desse 6leo no processo de cicatrizagao. Segundo Payzer et al (2014)
0 OEM caracteristicas anti-inflamatorias como também propriedades de renovagao da ferida,
sendo um tratamento util para reducdo do tecido lesionado e no aumento do processo de
cicatrizagdo de feridas. O resultado encontrado no presente estudo estd em concordancia
com estudos realizados com outros 6leos, como por exemplo, o estudo realizado Ferreira
(2005) em que feridas de ratos tratados com o6leo de copaiba, apresentaram no 14° dia de

analise, um didmetro menor que dos animais do subgrupo controle.
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Figura 27- Aspectos macroscopicos das feridas nos dias analisados
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.10.2 Analise morfométricadas

A fim de avaliar a acdo microemulsdes com OEM na cicatrizagdo foi realizada a
investigagdo da regressdo da lesdo cutanea, em relagdo ao basal (2° dia da ferida) apos a
aplicagdo diaria dos tratamentos topicos. A partir disso, o estudo macroscopico permitiu
observar nos dias de andlises diferencas entre os tratamentos adotados (figura 28). No 6° dia
foi possivel observar que o controle positivo (G4-pomada) foi o Unico que se mostrou
significativamente maior (p <0,05) na reducdo da ferida em comparagdo com o grupo
controle negativo (G1). J& em relagdo ao processo de cicatrizagdo no 9° dia, foi possivel
observar que todos os grupos em analise apresentaram diferengas significativas (p<0,05) em
relagdo ao grupo Gl. Todavia, ME-OEM 3,45% exibiu o melhor efeito terapéutico,
revelando uma superficie ¢ aparéncia da ferida melhorada em comparagdo com outros
tratamentos. Ja no dia 11 foi observado o fechamento da ferida em todos os grupos, sendo

visualizadas as maiores taxas de cicatrizagdes nos grupos contendo o OEM.
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Figura 28- Avaliac¢do da regressdo da lesdo cutinea no periodo de tratamento
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em sintese, a andlise dos resultados permite afirmar que em todos os grupos houve a
cicatrizacdo das feridas de forma equivalente, mas que no decorrer do tempo do experimento
as ME-OEM um maior reducao da area da ferida a partir do 6° dia. Tal efeito atribuido as
microemulsdes com OEM ¢ justificada devido ao efeito seu anti-inflamatorio,
antimicrobiana e antioxidante apresentando por esse 0leo essencial, que estdo intimamente
envolvidos no processo de cura da ferida (PAYZAR et al., 2012). Os resultados obtidos no
presente estudo se encontram em semelhante ao realizado por Edmondson e colaboradores
(2011), onde foi visto que a utilizacdo do OEM em concentragdes proximas a empregadas
no presente estudo permitiu a reducdo do tamanho de feridas infectadas Staphylococcus
aureus (8 de 11 feridas). No estudo de Flores e colaboradores (2015), observou-se que o
hidrogel contendo nanocépsulas com OEM foi mais eficiente no tratamento da cicatrizagao
de feridas relagdo ao hidrogel base e ao controle positivo (FLORES et al., 2015). O estudo
realizado a partir do hidrogel com OEM demonstrou ser eficaz no resfriamento de feridas
como no aumento da taxa de cicatrizagdo de feridas tanto em tempo imediato quanto ao
passar dos dias de tratamento (PAYZAR, N et al., 2012). J& Gnatta (2012) relata que as
prepraragdes contendo 10% do OEM para banho e lesdes de pele foram mais eficazes que a
clorexidina ou a sulfadiazina da prata, respectivamente.

Diante disso, observa que ao diminuir o tamanho da ferida em um menor tempo, o
uso deste Oleo essencial pode melhorar a satisfagdo do pacientes também pode ajudar no

tratamento com popula¢des ndo adeptas a terapéutica (CHIN; CORDEL, 2013).
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5.10.3 Andlise microbiologica

Atualmente, a infec¢do de uma ferida representa um desafio no tratamento quer se
trate de feridas agudas quer de complexas. As complicagdes resultantes da infeccdo
comprometem o &xito da teraplutica e em situagdes mais complexas podem levar a
amputacdo ou at¢ mesmo a morte (DISSEMOND, 2010; MENOITA; SEARA; SANTOS,
2014). CHIN; CORDEL (2013) relatam que o oleo essencial de Melaleuca alternifolia
ajudar a acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas, atuando como uma modalidade

segura para o tratamento de infec¢cdes comuns nesse tipo de lesdo.

Em relacdo a analise microbiolodgica das feridas cutaneas apos tratamento com OEM
nos diferentes dias de analise, observou-se que no primeiro dia de analise microbiologica (2°
dia de experimento) houve um padrdo de crescimento microbioldgico para os grupos em
analise, sendo observado o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas nao
hemoliticas, quando empregado o meio de cultura Agar Sangue. O perfil de crescimento em
Agar Manitol Salgado, especifico para o isolamento de Staphylococuss spp.,demonstrou o
crescimento de coldnias capazes de fermentar o manitol (manitol positivas) e outras que nao
foram capazes de fermentar esse agucar (manitol negativas). Ja o crescimento em Agar EMB
houve o crescimento de bactérias Gram-negativas capazes de fermentar a lactose (lactose
positivas) e colonias que nao foram capazes de fermentar esse agucar (lactose negativas),
conforme a figura 28. Tal crescimento pode ser justificado uma vez que até o momento da
coleta do swabs nao havia sido aplicado nenhum tratamento nos animais, verificando assim

o perfil de micro-organismos que contaminavam as feridas cutaneas.
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Figura 29- Perfil da atividade antimicrobriana para ME-BR e ME-OEM durante o processo de cicatrizaggo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O padrao de crescimento microbiolodgico observado nas feridas esta de acordo com
que ¢ descrito por Santos e Silva (2011) que relata o crescimento de bactérias gram-positivas
e gram-negativas sdo normalmente encontradas em feridas, sendo as principais espécies

Enterococcusfaecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
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Staphylococcusepidermidis. Segundo Santos e colaborados (2016) dos patogenos Gram-
positivos, o Staphylococus aureus ¢é responsavel por muitas das infeccdes em feridas que,
geralmente, sdo transmitidas por contato direto ou indireto, da propria flora normal da pele
do paciente. Ja as bactérias gram-negativas mais encontradas formam a Pseudomonasa

eruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumonia (SANTOS et al., 2016).

No segundo dia de andlise microbiologica das feridas cutaneas (6° dia de
experimento), como visto da figura 29 , foi verificado que ndo houve reducdo de
crescimento tanto de bactérias Gram-positivas como Gram-negativas para o grupo de
animais tratados com a ME-BR. J& para ME-OEM 3,45% foi verificado a reducdo do
crescimento para apenas um tipo de colonia gram-positiva manitol positivo bem como para
um tipo de colonia gram-negativa lactose negativo, para os meios de cultura Agar manitol
salgado e Agar EMB, respectivamente. A vista disso percebe-se uma redu¢do no
crescimento de bactérias justificado pelo efeito antimicrobiano do OEM. Estudos
encontrados na literatura mostram que o OEM ¢ eficaz contra bactérias isoladas a partir da
superficie da pele, como os estafilococos: Staphylococcus aureus, S. capitis, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. hominis, S. saprophyticus, S. xylosus; e micrococos: Micrococcusluteus,
M. varianus. Ja as bactérias Gram-negativas isoladas da pele, tais como: Escherichia coli,
Klebsiellap neumoniae, Pseudomonasaeruginosa, Acinetobacter baumanii, mostraram-se
sensiveis a este 0leo em concentragdes um pouco mais elevadas (CARSON, HAMMER;
RILEY, 2006; SIENKIEWICZ et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

» Que dentre 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia adquiridos apenas o da empresa By
Samia® apresentou a concentagdo do terpenin-4-ol ¢ do 1,8 - cineol dentro dos limites
exigidos pela ISO 4730 quando analisados por CG/EM, observando que ndo ha
aduteracdo ou falsificacdo do mesmo. Quanto as analises de FTIR e indice de refragdo o
OEM em questao estava de acordo com dados obtidos na literatura.

» O método de sonicagdo empregado nas formulacdes constituidas de Kolliphor® HS 15,
Span® 80, MIP e 4gua mostrou-se favoravel a obtengdo de microemulsdes. A construgio
do diagrama de fase pseudoternario foi de grande importdncia para identificacdo de
regides de MEs, bem como para selegdo dos pontos utilizados;

» A incorporacdo do oleo essencial na formulagdo selecionada ndo levou alteragdes
consideraveis nas caracteristicas organolépticas do sistema selecionado;

» Por meio da curva de condutividade elétrica e da calorimetria exploratoria diferencial
pode-se indicar que a ME estudada trata-se um sistema bicontinuo.

» A partir das propriedades fisico-quimicas e reologicas da formulacdo foi possivel
observar que o sistema desenvolvido ¢ favordvel a aplicacdo pela via topica;

» O método analitico desenvolvido e validado, mostrando-se linear ( r quadrado iguais a
0,9911, 0,9944 ¢ 0,9919), especifico, preciso e exato, permitindo a quantificagdo do 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia;

» Através do método de extragdo utilizado foi possivel realizar a recuperacdo total do
OEM, por meio da quantificacdo do marcador farmacologico;

» A formulagdo escolhida apresentou fendmenos de instabilidade aos testes de estresse
térmico e ciclo gelo-degelo. Contudo, tais resultados ndo impossibilitam seu emprego, ja
que ndo demonstra instabilidade em temperatura ambiente;

» Por meio do teste /n vivo as ME-OEM mostraram-se eficiente no processo cicatricial de
feridas cutaneas, uma vez que promoveu um maior percentual de contragao das bordas da
ferida, além demonstrar atividade antibacteriana tanto em bactérias gram-positivas como

em gram-negativas.
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Foreword
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ISO 4730 was prepared by Technical Committee ISO/TC 54, Essential oils.

This second edition cancels and replaces the first edition (ISO 4730:1996), which has been technically revised.
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INTERNATIONAL STANDARD

ISO 4730:2004(E)

Oil of Melaleuca, terpinen-4-ol type (Tea Tree oil)

1 Scope

This International Standard specifies certain
characteristics of the oil of Melaleuca, terpinen-4-ol
type (Tea Tree oil), in order to facilitate assessment
of its quality.

2 Normative references

The following referenced documents are indispen-
sable for the application of this document. For dated
references, only the edition cited applies. For
undated references, the latest edition of the
referenced document (including any amendments)
applies.

ISO/TR 210, Essential oils — General rules for
packaging, conditioning and storage

ISO/TR 211, Essential oils — General rules for
labelling and marking of containers

ISO 212, Essential oils — Sampling

ISO 279, Essential oils — Determination of relative
density at 20 °C — Reference method

ISO 280, Essential
refractive index

oils — Determination of

ISO 592, Essential oils — Determination of optical
rotation

ISO 875, Essential oils — Evaluation of miscibility in
ethanol

ISO 11024-1, Essential oils — General guidance on
chromatographic profiles — Part 1: Preparation of
chromatographic  profiles for presentation in
standards

ISO 11024-2, Essential oils — General guidance on
chromatographic profiles — Part 2: Utilization of
chromatographic profiles of samples of essential oils
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3 Terms and definitions

For the purposes of this document, the following
terms and definitions apply.

3.1

oil of Melaleuca, terpinen-4-ol type

Tea Tree oil

essential oil obtained by steam distillation of the
foliage and terminal branchlets of Melaleuca
alternifolia (Maiden et Betche) Cheel, Melaleuca
linariifolia  Smith, and Melaleuca dissitiflora
F. Mueller, as well as other species of Melaleuca
provided that the oil obtained conforms to the
requirements given in this International Standard

NOTE For information on the CAS number, see
ISO/TR 21092.

4 Requirements

41 Appearance

Clear, mobile liquid.

4.2 Colour

Colourless to pale yellow.

4.3 Odour

Characteristic.

4.4 Relative density at 20 °C, d2
Minimum: 0,885

Maximum: 0,906

4.5 Refractive index at 20 °C
Minimum: 1,4750

Maximum: 1,4820
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4.6 Optical rotation at 20 °C

Between +5° and +15°.

4.7 Miscibility in ethanol, 85 % (volume
fraction), at 20 °C

It shall not be necessary to use more than
2 volumes of ethanol, 85 % (volume fraction), to
obtain a clear solution with 1 volume of essential oil.

4.8 Chromatographic profile

Analysis of the essential oil shall be carried out by
gas chromatography. In the chromatogram obtained,
the representative and characteristic components
shown in Table 1 shall be identified. The proportions
of these components, indicated by the integrator,
shall be as shown in Table 1. This constitutes the
chromatographic profile of the essential oil.

Table 1 — Chromatographic profile

Components Minizlum Max(i)/r:rum
o-Pinene 1 6
Sabinene trace 3,5
o-Terpinene 5 13
Limonene 0,5 1,5
p-Cymene 0,5 8
1,8-Cineole trace 15
y-Terpinene 10 28
Terpinolene 1,5 5
Terpinen-4-ol 30 48
o-Terpineol 1,5 8
Aromadendrene trace 3
Ledene (syn. viridiflorene) trace 3
8-Cadinene trace 3
Globulol trace 1
Viridiflorol trace 1
NOTE The chromatographic profile is normative, contrary
to typical chromatograms given for information in Annex A.
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4.9 Flashpoint

Information on the flashpoint is given in Annex B.

5 Sampling
See ISO 212.
Minimum volume of test sample: 50 ml

NOTE This volume allows each of the tests specified
in this International Standard to be carried out at least
once.

6 Test methods

6.1 Relative density at 20 °C, d228

See ISO 279.

6.2 Refractive index at 20 °C

See I1SO 280

6.3 Optical rotation at 20 °C

See ISO 592.

6.4 Miscibility in ethanol, 85 % (volume
fraction), at 20 °C

See ISO 875.

6.5 Chromatographic profile

See ISO 11024-1 and ISO 11024-2.

7 Packaging, labelling, marking and
storage

See ISO/TR 210 and ISO/TR 211.
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Annex A
(informative)

Typical chromatograms of the analysis by gas chromatography of the
essential oil of Melaleuca, terpinen-4-ol type (Tea Tree oil)
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a-Terpinene
p-Cymene

9 1,8-Cineole + B-phellandrene
10 Limonene

11 y-Terpinene

12 Terpinolene

13 Terpinen-4-ol

14 o-Terpineol

15 Aromadendrene

16 Ledene (viridiflorene)
17 &-Cadinene

18 Globulol

19 Viridiflorol
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Operating conditions

Column: fused silica capillary; length 50 m; internal diameter 0,20 mm
Stationary phase: poly(dimethy! siloxane) (OV-101%)

Film thickness: 0,25 ym

Oven temperature: temperature programming from 70 °C to 220 °C at a rate
of 2 °C/min

Injector temperature: 230 °C
Detector temperature: 250 °C
Detector: flame ionization type
Carrier gas: hydrogen

Volume injected: 0,2 pl

Carrier gas flow rate: 1,0 ml/min
Split ratio: 1/100

Figure A.1 — Typical chromatogram taken on an apolar column

A NN ANNA AL
Copyright International Organization for Standardization ghts reserved
Reproduced by IHS under license with ISO
No reproduction or networking permitted without license from IHS

Not for Resale



ISO 4730:2004(E)

7 9 10

= 1,2 4,578 11I12 13 14 15 16 1718 19

—_ 6

—_ 3 20

~ AL | JUL LWL

| I I I I | I I I I | I I I I |
5 10 15 20
t, min
Peak identification Operating conditions
1 oa-Thujene Column: FSOT; length 60 m; internal diameter 0,25 mm
2 a-Pinene Stationary phase: (35 %)-diphenyl-(65 %)-methylsiloxane copolymer (AT-35%)
3 Sabinene Film thickness: 0,25 pm
4  B-Pinene Oven temperature: isothermal at 50 °C for 1 min, then temperature
5 Myrcene programming from 50 °C to 250 °C at a rate of 10 °C/min and isothermal
6 a-Phellandrene at 250 °C for 9 min
7 o-Terpinene Injector temperature: 200 °C
8 Limonene Detector temperature: 300 °C
9 B-Phellandrene Detgctor: flame ionization type
10 p-Cymene Carrier gas: hydrogen
11 31,8-Cineole Volume injected: 1 pl (1 % in ethanol)
12 - y-Terpinene Car.rier gas flow rate: 1,0 ml/min
13  Terpinolene Split ratio: 1/50
14 Terpinen-4-ol
15 o-Terpineol
16 Aromadendrene
17 Ledene (viridiflorene)
18 &-Cadinene
19 Globulol
20 Viridiflorol
Figure A.2 — Typical chromatogram taken on an intermediate polarity column
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Peak identification
a-Pinene
a-Thujene
B-Pinene
Sabinene
Myrcene
a-Phellandrene
a-Terpinene
Limonene

9 B-Phellandrene
10 1,8-Cineole

11 y-Terpinene
12 p-Cymene

13 Terpinolene
14 Terpinen-4-ol
15 Aromadendrene
16 a-Terpineol
17 Ledene (viridiflorene)
18 &-Cadinene
19 Globulol

20 Viridiflorol
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Operating conditions

Column: fused silica capillary; length 50 m; internal diameter 0,33 mm
Stationary phase: poly(ethylene glycol) 20 000 (BP-20®)

Film thickness: 0,50 um

Oven temperature: isothermal at 50 °C for 1 min, then temperature
programming from 50 °C to 220 °C at a rate of 5 °C/min and isothermal
at 220 °C for 5 min

Injector temperature: 240 °C

Detector temperature: 240 °C

Detector: flame ionization type

Carrier gas: helium

Volume injected: 1,5 pl (3 % in hexane)
Carrier gas flow rate: 1,0 ml/min

Split ratio: 1/100

Figure A.3 — Typical chromatogram taken on a polar column
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Annex B
(informative)

Flashpoint

B.1 General information

For safety reasons, transport companies, insurance
companies, and people in charge of safety services
require information on the flashpoints of essential
oils, which in most cases are flammable products.

A comparative study on the relevant methods of
analysis (see ISO/TR 11018) concluded that it was
difficult to recommend a single apparatus for
standardization purposes, given that:
— there is wide variation in the chemical
composition of essential oils;

— the volume of the sample needed in certain
- requirements would be too costly for high-
- priced essential oils;

— as there are several different types of
equipment which can be used for the
determination, users cannot be expected to use
one specified type only.

[
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Consequently, it was decided to give a mean value
for the flashpoint in an informative annex to each
International Standard in order to meet the
requirements of the interested parties.

The equipment with which this value was obtained
should be specified.

For further information, see ISO/TR 11018.

B.2 Flashpoint of the essential oil of
Melaleuca, terpinen-4-ol (Tea Tree oil)

The mean value is +59 °C.

NOTE Obtained with “closed cup” equipment.
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