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RESUMO

MENEZES, Giulian Nepomuceno de. Desenvolvimento e avaliagcdo de sistemas
emulsionados contendo Oleo essencial de Piper aduncum em relacdo a
penetracdo cutanea de dilapiol. Brasilia, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2018.

O Oleo essencial de Piper aduncum (OEPA) rico em dilapiol possui propriedades
antifingicas contra dermatdfitos j4 descritas na literatura, o0 que o torna um bom
candidato para o tratamento topico de infeccbes. O objetivo do presente estudo foi
desenvolver sistemas emulsionados para veiculacao deste 6leo essencial e avalia-
los quanto a penetracédo cutanea do seu componente majoritario. Foi desenvolvido e
validado um método analitico para quantificacdo do dilapiol por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo no ultravioleta (CLAE-UV), no qual foi analisada
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e limite de deteccdo e quantificacao,
segundo as diretrizes do International Conference on Harmonization (ICH). Em
seguida, duas formas de apresentacdo farmacéutica para aplicacdo tépica foram
desenvolvidas e caracterizadas: uma nanoemulsdo e um emulgel polimérico de
Pemulen®, ambos contendo 7,5% de OEPA. As formulacées foram submetidas &
avaliacdo das caracteristicas organolépticas, tamanho de goticula, indice de
polidispersdo e potencial zeta (quando aplicavel), perfil de liberacdo, permeacéo
cutanea in vitro, indice de irritabilidade (HET-CAM), viscosidade, espalhabilidade e
estabilidade fisico-quimica preliminar em distintas condi¢cdes climaticas (40°C e
25°C). Os resultados indicaram que a nanoemulsdo foi mais estavel que o emulgel,
apresentando menor decaimento no teor de dilapiol e menor variacdo de pH ao
longo do tempo. Entretanto, o emulgel permitiu maior controle da liberacdo, com
cinética de ordem zero e maior permeacdo cutanea do fitoativo (170,12 + 19,26
pHg/cmz2 apds 6 horas de experimento) em relacdo a nanoemulséo, que apresentou
liberacdo do ativo por difusdo, de acordo com a cinética de Higuchi e permeacédo
cutanea de 134,33 + 25,02 pg/cm2 em 6 horas de experimento. O emulgel
apresentou ainda caracteristicas reoldégicas em termos de viscosidade e
espalhabilidade favoraveis a administracdo topica mais cémoda e facilitada, em
comparacao a nanoemulsdo. Todos os produtos desenvolvidos apresentaram bons
indices de seguranga (nanoemulsao pH 3,7 e emulgel classificados como “irritante
leve”, e nanoemulsdo pH 5,5 como “ndo irritante”). Além disso, concentragbes de
dilapiol acima da concentracao inibitoria minima para T. rubrum e T. mentagrophytes
(CIM 500 pg/mL) foram observadas nos testes de permeacdo cutanea, sendo
suficientes para o combate destes micro-organismos a partir de ambas as
formulacbes, caracterizando, portanto, os sistemas emulsionados desenvolvidos
como ferramentas promissoras no tratamento toépico de dermatofitoses com dilapiol.

Palavras-Chave: Piper aduncum, oOleo essencial, dilapiol, nanoemulséo, emulgel,
Pemulen.
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ABSTRACT

MENEZES, Giulian Nepomuceno de. Development and evaluation of emulsified
systems containing essential oil of Piper aduncum in relation to skin
penetration of dillapiole. Brasilia, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2018.

The essential oil of Piper aduncum (EOPA) rich in dillapiole has antifungal properties
against dermatophytes, which enables it use to treat topical infections. The objective
of the present study was to develop emulsified systems for the delivery of this
essential oil and to evaluate them for skin penetration of its major component. An
analytical method for the quantification of dilapiol by high performance liquid
chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) was developed and validated,
in which the selectivity, linearity, precision, accuracy and limit of detection and
guantification were analyzed according to International guidelines Conference on
Harmonization (ICH). Then two forms of pharmaceutical presentation for topical
application were developed and characterized: a nanoemulsion and a Pemulen®
polymeric emulgel, both containing 7.5% EOPA. The formulations were submitted to
evaluation of organoleptic characteristics, droplet size, polydispersity index and zeta
potential (when applicable), release profile, in vitro skin permeation, irritability index
(HET-CAM), viscosity, spreadability and preliminary physical-chemical stability under
different climatic conditions (40°C and 25°C). The results indicated that the
nanoemulsion was more stable than the emulgel, presenting less decay in the
dillapiole content and lower pH variation over time. However, the emulgel allowed
greater control of the release, with zero order kinetics and greater cutaneous
permeation of the phytoactive (170.12 £ 19.26 ug/cm? after 6 hours of experiment) in
relation to the nanoemulsion, which presented release of dillapiole by diffusion,
according to the Higuchi kinetics and cutaneous permeation of 134.33 = 25.02
Mg/cm?in 6 hours of experiment. Emulgel also showed rheological characteristics in
terms of viscosity and spreadability favorable to the more convenient and facilitated
topical administration, compared to the nanoemulsion. All products developed
showed good safety ratings (nanoemulsion pH 3.7 and emulgel classified as "slight
irritant” and nanoemulsion pH 5.5 as "non-irritant"). Furthermore, concentrations
dillapiole above the minimum inhibitory concentration for T. rubrum and T.
mentagrophytes (MIC 500 ug/mL) were observed in the cutaneous permeation tests,
sufficient to combat these microorganisms from both formulations, thus
characterizing the emulsified systems developed as promising tools for the topical
treatment of dermatophytosis with dillapiole.

Key-words: Piper aduncum, essential oil, dillapiole, nanoemulsion, emulgel,
Pemulen.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacao fisico-quimica dos 0leos essenciais provenientes de plantas
aromaticas foi negligenciada até a metade do século XX (BILIA et al., 2014). No
entanto, a medicina tradicional sempre utilizou essa fonte natural de substancias
terapéuticas de forma intuitiva para o tratamento de enfermidades usuais (VALE,
2002).

Piper aduncum L. (Piperaceae), popularmente conhecida como “pimenta-de-
macaco” ou “aperta-rudo”, € um arbusto tropical que cresce naturalmente na
Amazobnia e na Mata Atlantica do Brasil (SANTOS et al., 2013). Seu 6leo essencial é
rico em dilapiol, um fenilpropanéide com propriedades anti-helmintica, inseticida e
antimicrobiana jA bem descritas (BELZILE et al.,, 2000; OLIVEIRA et al., 2014,
OLIVEIRA; CARDOSO:; JUNIOR, 2013; POTZERNHEIM et al., 2012; SANTOS et al.,
2013). Destaca-se ainda a propriedade antifungica do dilapiol contra Aspergillus
fumigatus e algumas espécies dos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton (FERREIRA et al., 2016).

A via topica de administragdo € reconhecida como uma excelente alternativa
a terapia antifingica oral de longa duracao, por evitar tanto a irritacao gastrica e o
metabolismo de primeira passagem, quanto a ocorréncia de outros efeitos toxicos
sistémicos e interacdo com outros medicamentos (CHOUDHURY et al.,, 2017;
SENGUPTA; CHATTERJEE, 2017). No entanto, a principal limitacdo da aplicacao
cutdnea de substancias € a baixa permeabilidade do estrato cérneo, que dificulta a
difusdo dos farmacos através dele para as camadas mais profundas da pele
(LOPES, 2014).

Tendo em vista as dificuldades no tratamento de dermatofitoses profundas e
os desafios apresentados pela via toépica de administracdo de farmacos, diversas
estratégias tém sido desenvolvidas para aprimorar o tratamento de doencas
dermatolégicas causadas por fungos (SANTOS et al.,, 2013). Os nanossistemas
fazem parte desta gama de estudos inovadores e destacam-se por serem mais
estaveis que os sistemas convencionais, aléem de promoverem a protecédo do ativo
contra possiveis instabilidades ou interacdes com outras substancias da formulacao,
e também possibilitar em certos casos a modulacdo da liberacdo de farmacos,
diminuindo a dose terapéutica. Nesta esfera, podemos citar as nanoemulsfes, que

potencialmente favorecem a absorgcéo cutanea de substancias (LOPES, 2014), além



de serem sistemas homogéneos, translicidos e de fécil preparagdo e alta
espalhabilidade quando aplicadas na pele (CHOUDHURY et al., 2017).

Adicionalmente, os emulgéis sao formulagcbes mais simples que as
nanoemulsdes e apresentam maior estabilidade quanto comparados as formulacfes
topicas convencionais, sendo um tipo de veiculo muito utilizado para preparacdes
cosméticas (SHAHIN et al.,, 2011). Embora ndo sejam classificados usualmente
como promotores de absorcéo cutanea, os polimeros utilizados na sua preparacéo
podem influenciar na biodisponibilidade tépica dos farmacos incorporados na
formulacdo, além do que conferem maior viscosidade e baixa irritabilidade ao
produto final, o que viabiliza a aplicacdo sobre a pele. Ademais, a elevada
viscosidade e as interacfes quimicas e eletroestéricas dos polimeros com a fase
oleosa da formulacdo podem contribuir para um maior controle da liberacdo de
farmacos lipofilicos (KNOOS et al., 2013a; SHAHIN et al., 2011).

Considerando a eficicia do dilapiol para o combate de fungos dermatéfitos e
0 uso negligenciado como produto tépico, este trabalho propbés o desenvolvimento
de formulacdes para veicularem OEPA e possibilitarem sua aplicacdo cutanea, como

uma nova estratégia para o tratamento de infec¢des fungicas cutaneas.



2 OBJETIVOS

Desenvolver sistemas emulsionados para veiculacdo do Oleo essencial de
Piper aduncum e avalid-los quanto a penetracao cutanea do dilapiol.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

1. Padronizar e validar metodologia para quantificacdo do dilapiol em
CLAE-UV;
2. Desenvolver e caracterizar sistemas emulsionados para incorporacao

do Oleo essencial de Piper aduncum;

3. Estudar a estabilidade preliminar das formulagdes;

4, Avaliar o grau de irritabilidade das formulacdes;

5. Avaliar a viscosidade e espalhabilidade das formulacdes;

6. Caracterizar a cinética de liberacdo do dilapiol a partir das formulactes

desenvolvidas;
7. Avaliar a capacidade de penetracdo do dilapiol através da pele a partir

de distintos sistemas emulsionados.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 APELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano (LAI-CHEONG; MCGRATH,1017;
TONCIC et al., 2017), compreendendo cerca de 15% do peso total de um adulto
(LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017). E composta por trés principais camadas
anatomicamente distintas: a hipoderme, derme e epiderme (EP) (Figura 1)
(BOUWSTRA et al., 2003). A pele proporciona uma barreira mecanica de protecao
contra 0 ambiente externo, além de participar da termorregulacdo, metabolismo e
regulacéo do equilibrio de fluidos (TONCIC et al., 2017).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, constituida por lipdcitos.
Armazena cerca de 80% da gordura total do corpo humano, desempenhando um
importante papel na fungdo enddcrina, em relacdo a produgcdo de hormoénios e
energia metabdlica (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017). Adicionalmente, a hipoderme
possui a funcdo de isolamento térmico, modelagem da superficie corporal, absorcéo
de choques, bem como contribui para o preenchimento e fixacdo de Orgaos
(MCGRATH; UITTO, 2010).

A derme é a camada localizada acima da hipoderme, responsavel por cerca
de 90% da espessura cutanea. Possui uma espessura que varia entre 0,5-5 mm,
dependendo da regido do corpo. E rica em colageno, elastina e outros elementos da
matriz extracelular, que garantem elasticidade e proporciona suporte mecanico a
pele (CRAIG; EIKENBERRY; PARRY, 1987; LAI-CHEONG; MCGRATH,
2017). Adicionalmente, contém glandulas sebaceas, sudoriparas, foliculos pilosos,
nervos e capilares que fornecerédo nutrientes para a camada avalsculada adjacente
(MOSER et al., 2001). Geralmente, divide-se a derme em duas subcamadas: derme
papilar, onde esta localizada a maior parte dos vasos sanguineos e terminacdes
nervosas sensoriais; e a derme reticular, que estda em contato com a
hipoderme (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).

Por sua vez, a EP é um tecido auto-renovavel, que descama suas células
superficiais de acordo com o crescimento e diferenciacdo das camadas da EP basal.
Sendo a camada mais externa da pele, a EP é sustentada pela derme, e se
subdivide em duas principais camadas: o EC e a EP viavel. Esta dltima tem uma

espessura de cerca de 50-100 um de epitélio estratificado constituido por



queratinécitos, que dependendo da sua morfologia e estado de diferenciacédo
recebem diferentes classificagbes como camada basal, espinhosa ou granular.
Ainda na EP, existe uma camada mais superficial (10-20 um), que constitui a
interface entre o corpo com o meio externo. Chamada de estrato corneo (EC), essa
camada € composta por cornedcitos que ndo possuem mais nucleo e organelas
citoplasmaticas, ligados por estruturas protéicas denominadas desmossomas, que
estdo empacotadas por filamentos de queratina e sdo rodeadas por lipidios.

Os lipidios desempenham um papel chave na manutencéo da pele humana e
alteracOes destes significam modificagbes na estrutura do EC. A barreira epidérmica
promove protecdo através de mecanismos fisicos, quimicos e imunoldgicos. A
barreira fisica é constituida pelos cornedcitos do EC e filme acidificado presente na
superficie cutanea. O baixo pH da camada mais externa da pele é importante para a
regulacdo da atividade enzimética e inflamatéria. Além disso, a barreira fisica
previne a entrada de agentes patogénicos e modula a perda de agua do organismo

(JIA et al., 2017).

Melandcito
Estrato cérneo
\\
Estrato - Epiderme
licido
- . Derme
Estrato granular @’
Estrato - Hipoderme
espinhoso

Camada basal

Figura 1 Representacdo das camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme (adaptado de
http://defenderauto.info)

3.2 PERMEACAO CUTANEA

Para o desenvolvimento de uma formulacao tépica eficaz, € necessario que o

ativo seja capaz de penetrar e depositar-se no local de agcdo em concentracao



terapéutica por determinado tempo. A pele em seu estado integro age como uma
barreira natural, conferindo uma protecao fisica primaria ao organismo (MCGRATH,;
UITTO, 2010). Devido a sua composicdo lipidica, o EC limita a perda de agua
transepidermal e a absorcdo de substancias exdgenas (GRATIERI; GELFUSO;
LOPEZ, 2008).

Existem duas principais vias de absorcdo de substancias através da pele
intacta: a via intercelular, na qual o permeante se difunde pelo espaco intercelular
rico em lipideos, e a via transcelular, onde a substancia se difunde através dos
cornedcitos (Figura 2). Visto que em ambas as vias 0 agente permeante devera
percorrer 0 espago entre as células, a matriz lipidica extracelular é considerada o
maior determinante da taxa de transporte percutaneo (GRATIERI; GELFUSO;
LOPEZ, 2008; MOSER et al, 2001). Desta forma, moléculas lipossolluveis
apresentam maior facilidade para se difundir no EC, mas sua permeacao atraves da
regido hidrofilica da bicamada pode ser prejudicada. Em consequéncia disso, para
ter uma penetracdo satisfatoria através desta camada da pele, a molécula precisa
apresentar um balanco adequado entre as caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas
(BOS; MEINARDI, 2000), massa molecular inferior a 0,6 kDa e um alto coeficiente
de particdo (SCHAFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007).

Outra via possivel para administracdo topica de substancias é através dos
apéndices cutaneos, que compreendem apenas 0,1% da superficie da pele humana
(MOSER et al., 2001). Assim, na administracdo tépica convencional, em areas que
nao apresentem mais alta densidade folicular, esta via ndo representa uma rota
significativa de permeacdo (LADEMANN et al., 2001).

A via toépica de administracdo de substancias apresenta diversas vantagens,
como a minimizacdo da decomposi¢cdo metabdlica de farmacos, a eliminagdo da
irritacdo gastrica e a possibilidade de controle do perfil de liberagcdo de farmacos
para a pele. Além disso, a capacidade de aplicacdo seletiva ao local desejado com
reducdo de efeitos da toxicidade sistémica tem despertado interesse para a
utilizacao desta via n&o invasiva, ndo-dolorosa, néo-irritante e de auto-aplicabilidade,
sendo uma alternativa as vias oral e hipodérmica, tradicionalmente utilizadas
(CHOUDHURY et al., 2017; SENGUPTA; CHATTERJEE, 2017).

No tratamento topico de infec¢gBes fungicas cutdneas a camada alvo do
principio ativo € a EP, uma vez que é nesta localidade que os dermatofitos se

instalam. Desta forma, € necessario que o agente antifUngico consiga se difundir



pelo EC e transpassa-lo, sem que uma grande quantidade de ativo seja depositada
na derme, de modo a evitar concentragdes consideraveis de farmaco na circulagéo

sistémica e suas consequentes reacdes adversas (CRAWFORD; HOLLIS, 2007).

Intercelular Transcelular  Transapendageal

°cl-’oo

Figura 2 Vias de permeacao de farmacos pela pele: via intercelular, transcelular e transapendageal
(adaptado de LANE, 2013)

3.3 INFECCOES FUNGICAS CUTANEAS

As infecgBes fangicas cutdneas sdo comuns em todo o mundo e atingem
criancas, adolescentes e adultos de paises com diferentes niveis de
desenvolvimento. Com crescente incidéncia, afeta cerca de 20-25% da populacdo
mundial (AMEEN, 2010).

As infec¢des cutaneas séo classificadas de acordo com o tecido inicialmente
atingido, distinguidas entre superficiais ou profundas. As infec¢des fungicas que
acometem a EP e os apéndices cutaneos sem causar inflamacao séo caracterizadas
como superficiais (HSU et al., 2012).

As dermatofitoses sdo infec¢cdes causadas por fungos dos géneros
Microsporum, Epidermophyton e Trichophyton, classificados como dermatofitos.
Estes micro-organismos acometem cabelos, unhas e pele, nutrindo-se de tecidos
gueratinizados, uma vez que possuem a capacidade de digerir a queratina. Assim,
Nao precisam necessariamente contaminar tecidos vivos mais profundos, embora

possa ser observada a ocorréncia de tal invasédo. As infeccbes superficiais contidas



na camada mais externa da pele sdo mais comuns, ocorrendo nos cabelos, barba,
unhas, virilha e na pele em geral (ALY, 1994; CRAWFORD; HOLLIS, 2007).

O T. rubrum é o agente etiol6gico mais comum para as tineas, seguido por T.
mentagrophytes. Estes micro-organismos sdo também os principais causadores de
uma condicdo mais incomum, conhecida como Granuloma de Majocchi, que é
causada pela invasdo profunda dos fungos na pele, levando a reacdo cutanea
inflamatoria (KANAAN et al., 2015). A invasao do dermatdfito neste caso se da pela
introducdo passiva a partir de traumas fisicos que induzem alteracdes foliculares
(TIRADO-SANCHEZ; PONCE-OLIVERA; BONIFAZ, 2015).

Devido ao fato de colonizarem a EP, os dermatdfitos sdo susceptiveis as
terapias topicas. Substancias fungicidas ou fungistaticas que consigam penetrar ou
transpassar o EC podem ser efetivas na erradicacédo dos fungos. Esta abordagem é
utilizada como primeira linha no tratamento de dermatofitoses, e existem diversas
classes de agentes antifingicos utilizados atualmente, como as alilaminas,
imidazdis, benzilaminas e azéis, que geralmente eliminam os micro-organismos sem
necessidade de terapia sistémica adicional. Apesar disso, a abordagem topica para
o tratamento de micoses pode apresentar alguns obstaculos. Dependendo da
extensdo da infeccao, a terapia pode consistir na aplicagcdo do medicamento por via
cutdnea por até 6 semanas, e em caso de infeccbes crbnicas ou extenso
acometimento do tecido, a terapia oral pode ser introduzida (BELL-SYER; KHAN;
TORGERSON, 2014), acompanhada de efeitos adversos, eficacia limitada e alto
custo (SANTOS et al., 2013). O tratamento prolongado pode comprometer a adesao
do paciente, visto que em muitos casos o individuo cessa a aplicacdo da formulagéo
apos o desaparecimento dos sinais clinicos da infec¢cdo, aumentando a
probabilidade de recidiva (BELL-SYER; KHAN; TORGERSON, 2014; KYLE; DAHL,
2004).

Apesar dos inconvenientes citados anteriormente, a via topica para
administracdo de substancias antifungicas apresenta mais vantagens que a terapia
por via oral. No entanto, para que seja efetiva € necessario que a formulagéo topica
seja capaz de promover a permeacao do ativo através do EC (CRAWFORD;
HOLLIS, 2007).



3.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OE) sdo metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas em resposta a fatores de estresse. Apresentam-se como misturas complexas
de moléculas lipossoluveis e volateis, que podem ser obtidos de uma planta ou
partes dela, como caule, raizes, folhas, sementes e flores (HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012). Geralmente sdo extraidos por hidrodestilacéo, destilacdo a vapor ou
seca, bem como por processo mecanico (prensagem) (BAYALA et al.,, 2014,
MIGUEL, 2010). Seus principais componentes sdo terpendides e fenilpropandides,
além dos compostos aromaticos e alifaticos. No entanto, a composicdo e o
rendimento dos OE podem ser afetados por condicBes externas como clima, solo,
aporte de agua, altitude e demais condicfes de crescimento (CALO et al., 2015).

As atividades biolégicas dos OE geralmente sdo atribuidas aos seus
componentes majoritarios, mas em alguns casos, a atividade deve ser atribuida a
combinagcdo dos constituintes (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). No caso do oleo
essencial de Piper aduncum, estima-se que a atividade biolégica se dé pelo seu

composto majoritario, o dilapiol (BRAZAO et al., 2014).

3.5 OLEO ESSENCIAL DE Piper aduncum

Piper aduncum L. € um arbusto de até 8m de altura, com distribuicdo
generalizada na América do Sul e Central, que cresce naturalmente na Amazonia e
na Mata Atlantica do Brasil (SANTOS et al., 2013). E popularmente conhecida como

” 1]

“pimenta-de-macaco”, “aperta-ruao”, "jaborandi" ou "falso-jaborandi” (OLIVEIRA et
al., 2013) e usado medicinalmente no tratamento de injurias ginecoldgicas e
intestinais. O 6leo essencial de P. aduncum extraido das folhas da planta apresenta
bom rendimento (2,0 — 3,5%), e € comumente caracterizado por altas concentracdes
do fenilpropandide dilapiol (Figura 3), variando de 35 a 90% (DE ALMEIDA et al.,

2009; MAIA et al., 1998; SOUSA et al., 2008).
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O OE extraido de P. aduncum cultivada na parte mais ao norte do sudeste do
Brasil, apresenta os fenilpropanodides asaricina e safrol como seus principais
constituintes (até 80%), enquanto as plantas cultivadas em altitudes mais elevadas
apresentam niveis muito mais baixos de fenilpropandides, principalmente de
asaricina, que representa no maximo 15% da composi¢éo total do OE (VAZ et al.,
2016). Além disso, De Almeida et al. (2009) reportaram que o OE dos espécimes de
P. aduncum cultivados no Nordeste e Sudeste do Brasil ndo apresentou o
fenilpropandide dilapiol em sua composicao, trazendo terpenos como seus principais
constituintes. Por fim, P. aduncum que cresce na Floresta Amazobnica Brasileira
produz OE rico em dilapiol (31-91%) (FERREIRA et al., 2016; MAIA et al., 1998),
assim como os espécimes cultivados na Malasia (64%) (JANTAN et al., 1994), Cuba
(82,2%) (PINO et al., 2004) e Costa Rica (37,1%) (CICCIO; BALLESTERO, 1997).

Figura 3 Piper aduncum (A) folhas da planta (https://keyserver.lucidcentral.org/); (B) estrutura quimica
do componente majoritario dilapiol

O dilapiol tem diversas atividades farmacoldgicas previamente descritas,
como acao inseticida (DE ALMEIDA et al.,, 2009; VOLPE et al.,, 2016), larvicida
(OLIVEIRA; CARDOSO; JUNIOR, 2013), antiparasitaria (GAINZA et al., 2016),
antifangica (DE ALMEIDA et al., 2009; FERREIRA et al., 2016), antiinflamatoria
(PARISE-FILHO et al., 2011) e genotoxica (ACIOLE et al.,, 2014). Além disso, o
OEPA apresenta ainda algumas propriedades que ndo Sao necessariamente
atribuidas ao dilapiol, e sim & combinagcdo dos componentes presentes na mistura.
Dentre alguns desses atributos estd a acdo antimicrobiana, como relatado por
Brazéo et al., (2014) no qual observaram valor de CIM do dilapiol maior que a CIM
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do OEPA para o0 mesmo micro-organismo sob condi¢cdes analogas, sugerindo uma
acao sinérgica existente no 6leo devido a presenca de outros constituintes ativos.

3.6 NANOEMULSOES

A técnica de emulsificacdo é largamente utilizada pela indastria farmacéutica,
cosmeética, agricola e alimentar. As emulsdes consistem em sistemas coloidais
compostos pela dispersédo de goticulas de um liquido imiscivel em outro, como por
exemplo, 6leo em agua. E imprescindivel a presenca de agentes tensoativos para
diminuir a tenséo interfacial e promover a formacgao de tais sistemas (CALLENDER
et al., 2017).

Os tensoativos sdo compostos organicos que possuem grupos hidrofilicos
(cabecas) e grupos hidrofébicos (caudas). Também chamados de moléculas
anfifilicas ou anfipéaticas, os tensoativos sdo solUveis tanto em solventes polares
guanto em apolares (CORAZZA et al.,, 2010). De forma geral, eles possuem a
capacidade de emulsificar e estabilizar diversas formulagdes de aplicacdo topica.
Além disso, estas substancias podem aumentar a permeabilidade de membranas
biolégicas como a pele (SARPOTDAR; ZATZ, 1986; SHOKRI et al., 2001), por meio
da interagdo com os componentes lipidicos cutdneos (CORAZZA et al., 2010;
ERDAL et al., 2016).

Estas substancias que influenciam na superficie de contato podem ser
classificadas quanto a carga elétrica existente em sua porcao hidrofilica. Existem
basicamente quatro grupos principais: anibnicos, catidnicos, anfotéricos e nao-
ibnicos. Os catibnicos e anfotéricos apresentam um alto grau de citotoxidade,
enguanto 0s anioénicos e nao-ibnicos sdo considerados mais brandos neste quesito.
Os agentes emulsionantes nao-ibnicos possuem carga elétrica neutra e sao
considerados o0s tensoativos menos irritantes para a pele (CORAZZA et al., 2010).
Em especial, sdo muito utilizados em preparacdes de aplicacdo tdpica porque além
da sua baixa toxicidade apresentam maior capacidade de interagir com o colesterol
e acidos graxos da pele (CORAZZA et al., 2010; ERDAL et al., 2016).

Essas moléculas agem principalmente diminuindo a tenséo interfacial entre o
Oleo e a agua, promovendo a emulsificacdo do sistema através da formacdo de
micelas (CORAZZA et al.,, 2010). As micelas consistem em agregados, onde a

porcao hidrofilica do tensoativo interage com a fase aquosa e sua cauda hidrofébica
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relaciona-se com a fase apolar, aprisionando goticulas de 6leo em meio aquoso
(6leo em agua, O/A) ou goticulas de agua em meio oleoso (agua em Oleo, A/O),
promovendo a miscibilidade desses compostos (Figura 4). Essas propriedades
tornam as micelas ferramentas Uuteis no desenvolvimento de formulacdes
farmacéuticas e cosméticas (WONG et al., 2010).

Nanoemulséo é definida como disperséo coloidal cineticamente estavel, que
consiste na mistura de duas fases imisciveis possibilitada pela acdo de substancias
tensoativas (MCCLEMENTS, 2011; MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL;
HERRERA, 2017). As nanoemuls6es podem ser obtidas por meio de métodos
diferentes, conforme o mecanismo fisico-quimico envolvido, que incluem os métodos
de alta energia, baixa energia (CHOUDHURY et al.,, 2017; MONTES DE OCA-
AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017), ou ainda, uma combinacéo deles (MONTES
DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017; SINGH et al., 2017).

Os métodos de alta energia consistem basicamente na aplicacdo de presséo
ou ondas ultrassonicas para romper a fase oleosa e formar goticulas nanométricas
dispersas em agua. Esta categoria é preferivel na producdo de escala industrial,
trazendo como vantagens a otimizacdo do tempo e do tamanho das goticulas
formadas. Os exemplos mais comuns sé@o microfluidizagdo, homogeneizagéo de alta
pressdo e homogeneizacao ultrassdnica (CHOUDHURY et al., 2017; MONTES DE
OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017).

N&o obstante, no método de baixa energia, sdo as propriedades fisico-
quimicas dos componentes da mistura que vao determinar a formacao das goticulas,
por isso a determinacdo da proporcao ideal de cada elemento é imprescindivel para
a emulsificacdo espontanea do sistema. A principal desvantagem deste método é a
exigéncia de uma quantidade maior de tensoativos (MONTES DE OCA-AVALOS;
CANDAL; HERRERA, 2017). Adicionalmente, a ordem de adi¢cdo dos constituintes a
mistura e o pH do meio também véao interferir amplamente no processo
(CHOUDHURY et al., 2017). As estratégias mais utilizadas sdo a composi¢cao de
inversdo de fases, temperatura de inversdo de fases e emulsificagdo espontanea
(MONTES DE OCA-AVALOS; CANDAL; HERRERA, 2017).

As nanoemulsbes sao utilizadas para veicular ativos isolados ou extratos
naturais, principalmente nas industrias alimenticia (DONSI et al., 2012; LIANG et al.,
2012; MCCLEMENTS, 2011) e farmacéutica (EID et al., 2014; NUCHUCHUA et al.,
2009; SAKULKU et al., 2009). Nanoemulsbes de aplicacdo topica podem atuar
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rompendo a camada bilipidica da pele e promovendo assim um aumento da
permeabilidade de ativos. Os constituintes dessas dispersfes coloidais podem
desempenhar tal funcdo por meio da interacdo com as camadas lipidicas do EC,
alterando a estrutura dessa barreira sem a necessidade da inclusdo de promotores
de absorcdo na formulagdo (AGGARWAL; GOINDI; KHURANA, 2013). Esses
sistemas carreadores tem se mostrado mais eficientes na penetracdo transdérmica
de drogas do que os sistemas convencionais (FOUAD et al., 2013; GE et al., 2014) e
além de permitirem melhor solubilizacéo de substancias também promovem a rapida
difuséo dos mesmos (TEICHMANN et al., 2007).

Apesar disso, a aplicacdo tépica dessas formulacdes pode ser prejudicada
por causa da sua baixa viscosidade, resultando no escoamento do produto
(CHOUDHURY et al., 2017). No entanto, as nanoemulsdes também podem ser
desenvolvidas com carater altamente viscoso ou com consisténcia similar aos geéis
(MCCLEMENTS, 2011), com ou sem a adi¢céo de agentes gelificantes (SOLIMAN et
al.,, 2010), assim, promovendo alteracdes na espalhabilidade e facilitando a

aplicacao sobre a pele.

ol X
2l e e

o

\,
STy -
75_7'0 Agua /®) . 7 Oleo @
O ‘ , O j Tensoativos
@oe “@g g%
1

NanoemulsioA/O Nanoemulsdo O/A

Oleo

Figura 4 Diagrama esquematico de nanoemulsdes agua em Oleo (A/O) e 6leo em agua (O/A),
preparadas a partir de &gua, 6leo e tensoativos. Os grupos polares dos tensoativos sao
representados por circulos e as caudas apolares sao representadas por tracos. (Fonte: prépria
autora)

3.7 EMULGEIS DE ACIDO POLIACRILICO

Uma alternativa para a producao de sistemas emulsionados é a utilizacdo de
polimeros com a habilidade de atuar como emulsificantes primarios ou agentes
espessantes. Existem duas classes de polimeros do acido acrilico que vém sendo

largamente estudados na area farmacéutica (WAHLGREN et al., 2009). Uma delas
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compreende derivado do &cido poli acrilico, comercialmente conhecido como
Carbopol, que tem mostrado capacidade de formar géis bioadesivos (BARAKAT,
2010; KNOOS et al., 2013a).

A segunda categoria € compreendida pelos acidos poli acrilicos reticulados e
hidrofobicamente modificados, comercialmente disponiveis com o0 nome de
Pemulen® (Figura 5) (KNOOS et al., 2013a). Existem dois tipos de Pemulen®: TR1 e
TR2, sendo que a principal diferenca entre eles € que o TR2 possui mais
modificacdes hidrofébicas, podendo emulsionar uma maior quantidade de Oleo
(SHAHIN et al, 2011). Os Pemulen® sdo polimeros com caracteristicas
emulsificantes 6leo em agua (O/A), que estabilizam as emuls6es por mecanismo
eletroestérico. As cadeias hidrofébicas do poli (a4cido acrilico) ancoram-se a
superficie das goticulas de 6leo e as cadeias hidrofilicas negativamente carregadas
hidratam-se, formando um gel em torno das goticulas oleosas (Figura 6) (SHAHIN et
al., 2011; SIMOVIC et al., 1999).

o—I

T—OQ—xI

HO 0] o 0 C4-C1p

Figura 5 Estrutura quimica do poli (acido acrilico) Pemulen®

Os emulgéis formados por estes polimeros sédo sistemas 6leo em agua com
uma dispersao coloidal consistente como sua fase externa. A utilizacdo de poli
(acidos acrilicos) nessas formulacdes permite que baixas concentragdes do polimero
sejam incorporadas ao emulgel, trazendo um baixissimo risco de toxicidade e
irritacéo a pele (SHAHIN et al., 2011). Paulssin e Edsman (2001) demonstraram que
o Pemulen® é capaz de controlar a liberacdo de substancias ativas com elevados
valores de logP. Além disso, estudos prévios reportaram que a combinacdo destes
acidos poli acrilicos com tensoativos ndo ibnicos podem gerar formulagbes
gelificadas com propriedades otimizadas em relacdo a viscosidade e liberagdo do
ativo (KNOOS et al., 2013a, 2013b; SIMOVIC et al., 1999).



Figura 6 Representacdo de emulgel polimérico formado por Pemulen®. (Fonte: propria autora)

15
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para o preparo das formulacdes foram utilizados os tensoativos Span 80°
(monooleato de sorbitano) e Cremophor EL® (macrogolglicerol ricinoleato, PEG-35
castor oil, Kolliphor® EL ou Kolliphor® ELP), adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha), oleato de etila da Merck (Darmstadt, Alemanha) e Pemulen® TR2 (Pem)
obtido da Lubrizol (Ohio, EUA). O docecil sulfato de sédio (SDS) que comp8s o0 meio
receptor nos experimentos de permeacédo e liberacdo foi obtido da Dinamica
Quimica Contemporanea (Sao Paulo, Brasil). A membrana hidrofilica inerte de
acetato/nitrato de celulose utilizada nos experimentos de liberagao (poro de 0,45 um)
foi obtida da Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha). O metanol e acetonitrila em
grau CLAE foram adquiridos da JT. Baker (Pensilvania, EUA). Uma fita adesiva
Scotch no. 845, 3M (Minnesota, EUA) foi utilizada para executar a técnica de Tape
Stripping. Agua ultrapura utilizada nos ensaios foi obtida de um sistema Milli-Q

Millipore (llkirch-Graffenstaden, Franca).

4.1.1 Oleo essencial de Piper aduncum e 6leo de Dilapiol

O o6leo essencial de Piper aduncum (OEPA) foi extraido por hidrodestilacdo
utilizando as partes aéreas da planta (folhas) pelo grupo de pesquisa “Plantas
Arométicas e Oleaginosas da Amazénia” coordenado pela Prof®. Dr?. Joyce Kelly R.
da Silva, da Universidade Federal do Para. A planta coletada foi depositada no
Herbéario do Museu Emilio Goeldi, na cidade de Belém, no estado do Para, Brasil,
sob o numero MG150678. Este mesmo grupo de pesquisa realizou a caracterizacao
guimica do OEPA por cromatografia gasosa acoplada aos detectores de ionizacéo a
chama (GC-DIC) e espectrometria de massa (GC-EM) (Tabela 1), e também o
isolamento do componente majoritario deste 6leo essencial utilizando cromatografia
em coluna de silica-gel (FERREIRA et al., 2016). Assim, a fragdo rica em dilapiol
(teor > 98%, pureza > 99%) foi utilizada como padrdo analitico nos experimentos a

sequir.
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Tabela 1 Composicdo do 6leo de P. aduncum e sua fracao rico em dilapiol (adaptada de FERREIRA

et al., 2016)
Constituinte Oleo Essencial Oleo de Dilapiol
(%) (%)
a-Pineno 0,5
p-Cimeno 0,2
(E)-B-Ocimeno 0,2
Ciclosativeno 0,1
a-Copaeno 0,4
B-Elemeno 0,2
(E)-Cariofileno 3,8 0,8
a-Humuleno 0,5
alo-Aromadendreno 0,2
Germacreno D 0,4
B-Selineno 0,4
y-Cadineno 0,4
Miristicina 1,5 0,2
a-Calacoreno 0,1
Elemicino 0,2
(E)-Nerolidol 0,3
Espathulenol 0,3
Cariofileno 6xido 0,8
Globulol 0,5
Humulenoepdxido Il 0,1
Dilapiol 85,9 98,4
epi-a-Murolol 0,2
a-Murolol 0,2
Apiol 0,4 0,2
Total 97 99,6
4.1.2 Pele

A pele da orelha de suinos foi gentilmente cedida pelo frigorifico Bonasa S/A

(Sao Sebastiao, Brasil). As orelhas foram retiradas dos porcos antes do processo de

escalda, para ndo causar danos as estruturas cutaneas. A pele foi separada da

orelha com o auxilio de bisturi e a gordura subcutanea foi removida do tecido com

auxilio de tesouras cirirgicas. Desta forma, para os experimentos de permeacao foi
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utilizada a pele limpa que continha apenas o estrato corneo e a pele remanescente,
que foi mantida sob refrigeracdo por no maximo 60 dias, at¢ o momento da

montagem nas células de difusao verticais do tipo “Franz” modificada.

4.2 PADRONIZACAO DO METODO ANALITICO

4.2.1 Determinacao do comprimento de onda de maxima absorc¢édo do Dilapiol

Para determinar o comprimento de onda de maxima absor¢&o do dilapiol, foi
realizada varredura em espectrofotbmetro UV1800 (Shimadzu, Japao) entre 190-800
nm da solucdo do padrao de dilapiol, preparada em metanol em concentracdo de 50

ug/mL.

4.2.2 Condi¢cfes cromatograficas para quantificacdo do Dilapiol por CLAE

O desenvolvimento inicial para quantificagdo do dilapiol nos estudos foi
baseado em métodos previamente descritos (OLIVEIRA; MAUSE; NUNOMURA,
2005; WALIA; SAHA; PARMAR, 2004; ZHAO et al., 2015). No entanto, as condi¢cdes
cromatograficas foram amplamente modificadas para obter um pico de dilapiol
adequado, seletivo para os marcadores em experimentos de permeacgdo cutanea,
visto que a descricdo de método para andlise do dilapiol na presenca de
contaminantes da pele ndo foi encontrada anteriormente na literatura.

Para o quantificacdo do dilapiol foi utilizado equipamento CLAE LC-20AT
(Shimadzu, Japéo) com coluna de fase reversa Cjg (150 mm x 4.6 mm, 5uym; Shim-
pack) mantida a 40°C durante todas as analises. O software utilizado para as
analises foi o LabSolution e todos os componentes do equipamento eram da marca
Shimadzu (Kyoto, Japéo). Diferentes propor¢cbes da fase movel, taxas de vazéo e
volume de injecdo foram testadas para a obtencdo do pico de dilapiol otimizado
guanto a alguns parametros analiticos, como a presenca de interferentes, nimero de

pratos teoricos, fator de cauda e forma do pico.
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4.2.3 Validagcdo do meétodo analitico para quantificacdo do Dilapiol por CLAE
com deteccao no ultravioleta (UV)

O método estabelecido foi validado segundo as recomendacfes
estabelecidas pelo International Conference on Harmonization (ICH) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo assim realizadas andlises para a
determinacdo da seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de

quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddao do método.
4.2.3.1 Seletividade

Para estudo da seletividade do método, os seguintes interferentes foram
preparados:

Pele: Fragmentos de 1,5 cm2 de pele foram presos sobre uma superficie e por
meio da técnica de Tape Stripping utilizando 10 pedacos de fita adesiva, foi
realizada a separacdo do EC das demais camadas da pele (Figura 7) (GRATIERI et
al., 2012). ApGs esse processo, a pele remanescente (PR) foi reduzida a pequenos
pedacos com o auxilio de uma tesoura e acondicionada separadamente em frascos,
assim como as fitas contendo EC. Cinco mL de metanol foram adicionados a cada
frasco, os quais foram devidamente vedados e deixados em agitagdo overnight.
Apoés esse periodo, o conteudo foi filtrado para a obtencdo dos extratos das duas
camadas da pele. 250 pyL da solucdo padréo de dilapiol (100 pg/mL) e 250 yL do
extrato de cada fracdo de pele foram pipetados em baldo volumétrico de 5 mL. O
volume foi completado com metanol e posterior analise em CLAE foi realizada.

OEPA: Uma solucdo de OEPA a 15 pg/mL foi preparada em metanol e
posterior analise em CLAE foi realizada.

Tensoativos: 250 pL da solugcdo padrdao de dilapiol e 100 pL de cada
tensoativo (Span 80® e Cremophor®) foram pipetados em baldo volumétrico de 5 mL.
O volume foi completado com metanol e posterior analise em CLAE foi realizada.

Pemulen®: Uma solucéo aquosa do polimero a 1% foi preparada. 250 pL da
solucéo padrao de dilapiol foram adicionados em baldo volumétrico de 5 mL, além
de 250 pL da solucdo polimérica. O volume foi completado com metanol e posterior
analise em CLAE foi realizada.
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SDS: Uma solucdo metandlica de SDS a 0,25% foi preparada. 250 uL da
solucéo padrdo de dilapiol foram adicionados em baléo volumétrico de 5 mL, e o
volume foi completado com a solucédo de SDS a 0,25%. Posterior analise em CLAE
foi realizada.

Os experimentos foram preparados em sextuplicata, com amostras
preparadas de forma independente. Uma solucdo de dilapiol (5 pg/mL) livre de
contaminantes foi analisada em CLAE e comparada com as contaminadas pelos
interferentes supracitados, para assegurar que 0Ss compostos da pele, das
formulacBes e o SDS néo interferiram na andlise do farmaco. Os resultados foram

analisados considerando area de pico obtido e tempo de retengéo (TR).

Fita Adesiva Estrato
G Comeo

Pele Remanescente

Figura 7 Representacdo da remoc¢do progressiva do estrato cérneo pela técnica de Tape Stripping
(adaptado de MOSER et al., 2001)

4.2.3.2 Linearidade

Trés solucdes estoque de dilapiol foram preparadas na concentracao de 100
pg/mL. Uma curva de calibracdo em metanol composta por sete pontos de
concentracdo foi preparada a partir de cada solucdo estoque. Também foram
preparadas curvas em SDS, da mesma forma. As concentragdes consideradas para
avaliacdo da linearidade foram 1,5; 2,0; 2,5; 5,0; 8,0; 15,0 e 20,0 pg/mL. Foi
construida uma curva analitica relacionando a concentracéo de dilapiol com a area
do pico mensurada pelo equipamento para cada diluicdo. Foi utilizada regressao
linear para obtencéo de uma reta no formato y = ax + b, onde (a) corresponde ao
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coeficiente angular e (b) coeficiente linear, e posterior determinacdao do coeficiente
de correlacao linear (r?, com valor minimo aceitavel de 0,99 (BRASIL, 2017).

4.2.3.3 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de detec¢édo (Equacdo 1) e o limite de quantificacdo (Eq. 2) foram
determinados para o dilapiol solubilizado tanto em metanol, quanto em solucéo
aguosa de SDS 0,25%, com base no desvio padrdo da resposta e inclinacdo (ICH,
2005), segundo as equacoes:

LD = 3,306/S 1)
LQO = 1006/S 2)

onde, o = desvio padrao da resposta e S = inclinagao da curva de calibracio.

4.2.3.4 Precisao

Repetibilidade e preciséo inter-dia foram os testes que compuseram a analise
de preciséao. A repetibilidade averigua as variacdes intra-ensaio. O experimento foi
realizado verificando trés concentra¢des de dilapiol (1,5; 5,0; 20,0 pg/mL), sendo
efetuadas cinco leituras consecutivas em CLAE/UV para cada concentracdo. Para a
precisao inter-dia, foram preparadas diluicdes das solu¢des padrédo de dilapiol em
trés concentragbes (1,5; 5,0; 20,0 pg/mL), posteriormente submetidas a analise em
CLAE/UV em dois dias diferentes. Os resultados de precisdo foram expressos como

coeficiente de variacéo (CV), calculado de acordo com a Eq. 3:

CV = (Desvio padrio da média/Média) x 100 (3)

4.2.3.5 Exatidao

A exatidao foi reportada por meio da porcentagem de dilapiol recuperada das
camadas da pele (ICH, 2005; GRATIERI et al., 2012). As camadas da pele foram
separadas em EC e PR, como descrito anteriormente no item 4.2.3.1, e
contaminadas com quantidades conhecidas de dilapiol. As amostras foram

acondicionadas em frascos devidamente vedados para evitar a volatilizacdo da
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solugdo. Apos 30 minutos de repouso, volumes adequados de metanol foram
adicionados aos frascos de modo que a concentracdo final em cada um fosse de
1,5; 5,0 e 20,0 pg/mL. As amostras foram entdo submetidas a agitacdo magnética
por 2 horas (300 rpm) a temperatura ambiente, filtradas e analisadas em CLAE. Os

resultados foram determinados conforme a Eq. 4:

Recuperacdo = (Concentracio mensurada/Concentracgao tedrica) x 100 4)

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE DILAPIOL NO OLEO ESSENCIAL DE Piper

aduncum

Para determinar o teor de dilapiol contido no OEPA, uma solugdo metandlica
com concentracdo de OEPA igual a 15 pg/mL foi preparada em triplicata. Tais
solucbes foram analisadas em CLAE para quantificacdo do dilapiol, para posterior

calculo da porcentagem do marcador no 6leo vegetal.

4.4 GARANTIA DA “CONDICAO SINK”

Para garantir que o meio receptor utilizado nos experimentos de
liberagcdo e permeacéo cutanea néo seria saturado, foi realizada a determinacéo da
solubilidade de dilapiol contido no OEPA em uma solugédo aquosa de SDS a 0,25%,
qgue sera utilizada como meio receptor nas células de difusdo. Para isso, em
triplicata, 10 uL de OEPA foram adicionados para cada 1 mL da solucdo de SDS a
0,25%, e a dispersao foi mantida em agitacdo constante por 24 horas em
temperatura ambiente, com posterior filtracdo, diluicho da amostra em metanol
(1:1000) e quantificacdo em CLAE-UV. A partir do dado de solubilidade obtido,
avaliou-se se os experimentos de liberacdo e permeacao estariam em “condi¢cao

sink”, utilizando o meio proposto.
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4.5 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES
CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE Piper aduncum

4.5.1 Nanoemulsao

4.5.1.1 Diagrama de fases

Para o desenvolvimento inicial da nanoemulsédo, um diagrama de fases foi
construido, em que as propor¢cdes de agua, 6leo e tensoativos foram sendo
alteradas e cada sistema obtido foi observado visualmente. O oleato de etila
compreendeu a fase oleosa, e Cremophor® e Span 80° na proporcdo (4:1 viv)
constituiram a fase tensoativa. Misturas de tensoativos e O6leo em diferentes
proporcdes foram entdo tituladas com agua purificada sob agitacao a 500 rpm por 10
minutos a cada adi¢cdo de agua no sistema. A titulacéo iniciou-se com 1 mL de agua
adicionado a 10 mL da mistura inicial a cada ciclo. Ap6s completar 10 mL de agua
adicionados, volumes de 10 mL de agua comecaram a ser adicionados a cada ciclo.
A rotagdo da chapa agitadora foi sendo aumentada conforme a consisténcia das
formulacBes obtidas. Apds andlise de formacao de sistema mono ou bifasico, turvo
ou néo, os dados foram plotados em um diagrama de fases pseudoternario.

As caracteristicas visuais, consisténcia e desempenho apdés submissdo a
centrifugacdo foram observados, e estes foram os parametros utilizados para pré-
selecionar os pontos que formaram nanoemuls&o. Para a incorporagdo do OEPA na
nanoemulsdo, parte da fase oleosa compreendida por oleato de etila foi substituida

pelo 6leo essencial no momento do preparo (Figura 8).

4.5.1.2 Caracterizagao

As formulagGes inicialmente classificadas como nanoemulsdo por meio do
diagrama de fase foram entéo caracterizadas. O odor e coloragéo foram observados
no momento do preparo da formulacdo. Para avaliacéo do teor de dilapiol contido na
formulacdo, foi preparada diluicdo dela em metanol (1:5000 p/v), com posterior
analise em CLAE-UV. O tamanho de goticula, potencial zeta e indice de

polidispersao (PDI) foram analisados por meio do aparelho Zetasizer Nano ZS
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(Malvern, EUA). Para tanto, foi preparada uma diluicdo em &gua a 1:100 (p/v) a fim
de realizar a andlise. O pH foi mensurado por insercdo direta do eletrodo nas
amostras, utilizando pHmetro DM-22 (Digimed, Brasil) acoplado a eletrodo tipo faca

para semissoélidos DME-CF1 (Digimed, Brasil).

OLEATO DE ETILA

E OEPA
-
! Agitagio ’/ Agitagdo
‘g Magnética | Manual

Adicéo do oleato de etila e OEPA.
Compreendem a fase oleosa.

fTENSOATIVOS NANOEMULSAO

, \
( Agitagio
Manual

Agitacédo manual até completa
homogenizacéo da mistura.
Formulacéo final.

O

Cremophor e Span 80 na
proporc¢éo (4:1); Mistura sob
agitacdo magnética.

Lenta adicéo de agua purificada.

Figura 8 Sequéncia de preparo da nanoemulsdo contendo 6leo essencial de Piper aduncum. (Fonte:
prépria autora)

4.5.1.3 Estabilidade preliminar

A fim de realizar um ensaio preliminar de estabilidade, a nanoemulséo foi
submetida a duas condic¢des climaticas diferentes: temperatura elevada (40 £ 2° C) e
condicdo ambiente (aproximadamente 25 °C).

Pardmetros como tamanho meédio das goticulas, PDI e potencial zeta foram
analisados durante 90 dias, enquanto pH, teor de dilapiol e caracteristicas
organolépticas foram averiguados no dia de sua preparacao (T0), apos 7 dias (T7),
15 dias (T15) e 30 dias (T30). O pH das formulac¢des foi mensurado utilizando um
pHmetro previamente calibrado, com a insercdo direta do eletrodo na amostra a
temperatura ambiente. O teor de dilapiol das formulagdes foi averiguado por
doseamento em CLAE-UV (diluicdo em metanol 1:5000 p/v). Tamanho médio das
goticulas, PDI e potencial zeta foram analisados por Zetasizer Nano ZS (Malvern,
EUA) apdés diluicdo aquosa das amostras em proporcdo 1:100 (p/v). O aspecto
visual foi observado a olho nu, com auxilio da incidéncia de luz, quando necessario.
A formulacéo foi acondicionada em frasco eppendorf de 2 mL, sendo preenchido até

0 maximo de sua capacidade e vedado com auxilio de parafilme.
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4.5.1.4 Ensaio de irritabilidade HET-CAM

O nivel de irritacdo das formulacdes foi avaliado utilizando uma versao
modificada do teste de ovos da galinha, Hiihner-Embryonen-Test (HET) ou ainda
teste de membrana corialantide (HET-CAM) descrito por Luepke (1985). HET-CAM
é um teste de toxicidade rapido e de baixo custo, fornecendo informacdes sobre o
potencial irritativo de substancias quimicas em mucosas. Os ovos de galinha no seu
10° dia de fertilizacdo foram cedidos pela Avifran (Planaltina, Brasil), e 0os ensaios
foram realizados neste mesmo dia. A membrana corioalantéide (CAM) foi exposta
por meio da remocdo de uma pequena por¢cdo da casca do ovo. ApoOs esse
procedimento, foi utilizado soro fisiol6gico para hidratacéo e cuidadosa remocao das
membranas internas do ovo. Cada formulacao foi testada em triplicata, onde 300 uL
de uma das seguintes substancias foram pipetados sobre a membrana exposta: 1.
Nano OEPA pH 3,7 (diluicdo em &gua 1:1), 2. Solu¢édo tampao pH 3,7 0,2 mol/L, 3.
Solucéo de hidroxido de sédio 1 mol/L (controle positivo), 4. Soro fisiolégico (controle
negativo). A nanoemulsdo foi testada em sua forma diluida para viabilizar a
aplicacdo da formulacdo sobre a membrana. Apos 20 segundos de exposicdo a
substancia teste, a CAM foi cuidadosamente enxaguada com solugdo salina
fisiolégica e visualmente avaliada quanto & ocorréncia de fenémenos como
hiperemia, hemorragia e coagulacdo, nos tempos 20 segundos, 2 e 5 minutos
(Figura 9). O tempo necessario para a ocorréncia destas reacdes foi registrado (em
segundos) e o calculo do indice de irritabilidade foi realizado conforme a Eq. 5
(VINARDELL; MACIAN, 1994):

_ (301-HE)x5 | (301-HP)x7 , (301—C0)x 9
- 300 + 300 + 300 ()

11

onde, lI= indice de irritabilidade; HE= tempo para ocorréncia de hemorragia; HP=
tempo para ocorréncia de hiperemia e CO= tempo para ocorréncia de
coagulacao/opacidade.

A classificacao final das formulagcdes quanto ao seu potencial de irritabilidade

no ensaio HET-CAM foi realizada conforme descrigdo apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 Pontuacdo cumulativa para classificacao das formulacdes quanto ao grau de irritabilidade
(adaptada de LUEPKE, 1985)

indice de Irritabilidade Classificacédo

0,0-0,9 Na&o irritante (NI)
1,0-49 Irritante leve (IL)
5,0-8,9 Irritante moderado (IM)
9,0-21,0 Irritante severo (IS)

N

1 J

y

‘JI Srom i) £ 40)

A " ) l‘
- | . \
Abertura doovo e Aplicacdo da substancia Lavagem da substancia Observacdo da CAM
exposicao da membrana a ser testada sobre a teste da CAM com quanto a ocorréncia de
corioalantéide {CAM) CAM solucdo salina hemorragia, hiperemia e
coagulagdo

Figura 9 Representacdo esquematica do teste de membrana corioalantéide (HET-CAM) (adaptado
de WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015)

4.5.1.5 Correcao de pH da nanoemulsao

ApOGs realizacdo dos testes descritos anteriormente com a nanomulsdo
selecionada observou-se que ela possuia um grau de irritabilidade significativo. A
formulacdo foi entdo preparada novamente nas mesmas propor¢cdes descritas no
item 4.5.1.1, tendo como modificagdo apenas a composicao da fase aquosa, que foi
compreendida por solucédo tampéao fosfato pH 5,5, de modo a verificar-se se néo
seria o pH acido que influenciaria negativamente neste parametro.

Assim, apos o preparo da formulacdo em pH 5,5, a aparéncia, cor, odor,
consisténcia, tamanho de goticula, PDI, potencia zeta e pH foram analisados
novamente conforme descrito no item 4.5.1.2.

O ensaio HET-CAM também foi realizado novamente conforme descrito no

item 4.5.1.4, sendo agora testadas as seguintes formulagdes: 1. Nano OEPA pH 5,5
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(diluicdo em agua 1:1), 2. Soluc¢édo tampéao pH 5,5 0,2 mol/L, 3. Solu¢do de hidréxido
de sddio 1 mol/L (controle positivo), 4. Soro fisiologico (controle negativo).

4.5.2 Emulgel polimérico
4.5.2.1 Desenvolvimento e caracterizacao

Para o preparo da formulacdo Pem OEPA, foi realizada uma disperséo
aquosa do Pemulen® a 1%. Ap6s completa homogenizacdo do polimero em agua, o
OEPA foi incorporado a mistura sob agitacao, a fim de obter uma concentracao final
de OEPA de 7,5%.

A caracterizacdo de Pem OEPA se deu pela observacao do odor e coloracéo
no ato de seu preparo, além da medida de pH e teor de dilapiol, conforme descrito
anteriormente do item 4.5.1.2. O ajuste de pH para 5,5 foi realizado com a adicao de

uma pequena aliquota de uma solucédo de hidréxido de sédio a 1 mol/L.
4.5.2.2 Estabilidade preliminar

A fim de realizar um ensaio preliminar de estabilidade, Pem OEPA foi
submetida a duas condi¢cBes climaticas diferentes durante 30 dias: temperatura
elevada (40 £ 2° C) e condicdo ambiente (aproximadamente 25 °C).

O pH da formulagdo foi mensurado utilizando um pHmetro previamente
calibrado, com a insercdo direta do eletrodo na amostra em temperatura ambiente.
O teor de dilapiol do emulgel polimérico foi averiguado por doseamento em CLAE-
UV (diluicao em metanol 1:5000 p/v). O aspecto visual foi observado a olho nu, com
auxilio da incidéncia de luz, quando necessario. Todos 0s parametros anteriormente
citados foram observados durante 30 dias. A formulacdo foi acondicionada em
frasco eppendorf de 2 mL, sendo preenchido até o0 maximo de sua capacidade e

vedado com auxilio de parafilme.
4.5.2.3 Ensaio de irritabilidade HET-CAM

O ensaio HET-CAM foi realizado conforme descrito no item 4.5.1.4, tendo sido

testadas as seguintes formulacdes: 1. Pem OEPA (diluicdo em agua 1:1), 2. Solucéo
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tampdo pH 5,5 0,2 mol/L, 3. Solugdo de hidroxido de so6dio 1 mol/L (controle
positivo), 4. Soro fisiolégico (controle negativo).

4.6 AVALIACAO DA VISCOSIDADE E ESPALHABILIDADE DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Para a avaliacdo da viscosidade dos sistemas desenvolvidos, foram
submetidas a analise as formulacfes controle (sem adicdo do OEPA), devido a
escassez do material. Desta forma, Nano Controle compreende a nanoemulsao
contendo em sua fase oleosa apenas oleato de etila. Pem Controle se refere ao
emulgel polimérico com a fase oleosa também compreendida por oleato de etila.

Um viscosimetro digital Brookfield RVDVE (Middleboro, EUA) foi utilizado
para mensurar a viscosidade das formulacées (em cP). O spindle foi escolhido de
modo que o torque fosse mantido entre 10-100%, e foi submerso em apenas um
ponto da amostra. Para a analise da nanoemulséo, o spindle n° 07 (RV7) foi o mais
adequado, enquanto para o emulgel polimérico foi escolhido o spindle n® 05 (RV5),
ambos com rotacdo configurada em 30 rpm (Figura 10). As formulagbes foram

analisadas em temperatura ambiente, em triplicata.

Figura 10 Fotografia ilustrativa do ensaio de viscosidade das formulagfes Nano Controle pH 5,5 e
Pem Controle (esquerda e direita, respectivamente)
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O ensaio de espalhabilidade foi também realizado utilizando como amostras a
Nano Controle e Pem Controle (ambas as formulacdes sem adi¢cdo do OEPA). Uma
placa molde circular de vidro com 0,38 cm de espessura, possuindo orificio circular
com diametro de 1,27 cm, foi colocada sobre outra placa de suporte. Abaixo dessas
placas foi posicionada uma folha de papel milimetrado. A amostra a ser analisada foi
acondicionada no orificio da placa, tendo sua superficie nivelada com o auxilio de
uma espatula. A placa molde foi cuidadosamente retirada, de modo que nao
acontecesse deslocamento da amostra sobre a superficie. Uma placa de vidro com
peso determinado foi alocada sobre a amostra, e apdés um minuto, foi calculado o
didmetro médio de espalhamento da formulacdo. Esse processo foi repetido mais
quatro vezes, colocando-se placas com peso pré-determinado, uma sobre as outras,
respeitando o intervalo de um minuto para determinacdo da superficie abrangida
(Figura 11).

A espalhabilidade (Ei), em temperatura ambiente, foi calculada através da Eq.

Ei=d*x (6)

onde: Ei = espalhabilidade da amostra para o peso i (mm?); d = didametro médio (mm)
calculado a partir dos diametros horizontal e vertical obtidos a cada aferigao.
As cinco placas utilizadas no ensaio tinham peso variavel entre 299,95 g e

336,68 g, somando um total de 1555,86 g ao final do ensaio.

Figura 11 Fotografia ilustrativa da sequéncia realizada no ensaio de espalhabilidade (A) placa
molde com orificio circular; (B) posicionamento da primeira placa sobre a amostra; (C) todas as 5
placas posicionadas sobre a amostra ao final do ensaio
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4.7 AVALIACAO DA LIBERACAO DO DILAPIOL A PARTIR DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Para o estudo de liberacdo do dilapiol a partir das formulacdes desenvolvidas
com OEPA, foram utilizadas células do tipo “Franz” modificadas e uma membrana
hidrofilica, que foi acondicionada entre os dois compartimentos da célula de difuséo,
conforme ilustrado na Figura 12. O compartimento doador foi preenchido com 0,3 g
de cada formulacdo (n=5). Foram realizadas coletas de 1 mL do meio receptor a
cada 1 hora (e imediata reposicdo deste volume de solugdo aquosa de SDS a
0,25%), por um periodo de 6 horas. Ademais, foram realizadas coletas no tempo 12h
e 24h do experimento. A solucdo receptora foi mantida sob agitacdo magnética a
500 rpm e a célula difusora foi mantida em banho a 32 £+ 2 °C. As amostras
coletadas foram analisadas em CLAE para a determinacdo do perfil cinético de
liberacdo do componente majoritario do OEPA.

A cinética de liberacdo do dilapiol a partir das formulacBes foi analisada
segundo os modelos mateméaticos de ordem zero, modelo de Higuchi e modelo de
primeira ordem, segundo as equacgOes descritas na Tabela 3. Para a escolha do
modelo mais adequado para descrever a cinética de liberacdo, foi levado em
consideracao o coeficiente de correlacdo linear (r2) que mais se aproximou do valor
1 (VALENTE et al., 2013).

Figura 12 Modelo de célula de Franz vertical do tipo modificada
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Tabela 3 Modelos matematicos aplicados ao estudo cinético de liberagao

Modelo matematico Formula
Ordem Zero Q1= Qo + Kot
Modelo de Higuchi f, = Kyt'?
Primeira Ordem INQ =InQy — kit

Q: € a quantidade de farmaco liberado ao tempo t; Qg € a quantidade inicial de farmaco no tempo
zero; Ky é a constante de liberacdo de ordem zero; f; € a quantidade de farmaco cedida no tempo t
por unidade de superficie; Ky € a constante de liberagédo de Higuchi; K; é a constante de liberacdo de
primeira ordem e t é o tempo do ensaio.

4.8 AVALIACAO PERMEACAO CUTANEA DO DILAPIOL A PARTIR DAS
FORMULACOES DESENVOLVIDAS

Os estudos de permeacdo cutanea foram realizados em células do tipo
“Franz” modificadas, onde a pele retirada da orelha de suinos foi colocada entre os
dois compartimentos da célula difusora (Figura 12), com o EC voltado para cima. As
células difusoras foram mantidas em banho a 32 + 2 °C. As formulacdes contendo
OEPA foram acondicionadas sobre a pele (0,3g). A metade inferior da célula foi
preenchida com 15 mL de solugéo aquosa de SDS a 0,25%, mantida sob agitacao
magnética de 500 rpm. Tal compartimento possui bracos que permitem a coleta
desta solucdo, que foi realizada a cada hora, durante 6 horas de experimento.
Posteriormente, as amostras foram analisadas em CLAE/UV para determinacdo do
dilapiol (n=5). A quantificacdo desta substancia também foi realizada nas diferentes
camadas da pele apds aplicacdo da técnica de Tape Stripping, como descrito
anteriormente no item 4.2.3.1, para separacdo do EC e PR (Figura 13). Ambas as
fracbes cutdneas foram separadamente submetidas a uma etapa de extragdo por
solvente previamente validada, a fim de recuperar o dilapiol retido nas diferentes

camadas da pele.
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Figura 13 Aplicacdo da técnica de Tape Stripping (A) aplicacdo da fita adesiva sobre a pele; (B)
molde plastico utilizado para delimitar apenas a area difusional; (C) Estrato cérneo removido pela fita

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em meédia + desvio padrdo (DP). A
normalidade dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. Todas as
variaveis apresentaram distribuicdo normal. ANOVA one-way foi aplicado para
andlise dos resultados de seletividade. A ANOVA two-way foi utilizada para
comparar a permeacao do dilapiol nas camadas da pele a partir das diferentes
formulagfes. Para avaliacdo do perfil de liberagéo do dilapiol a partir de Nano OEPA
pH 55 e Pem OEPA, foi utilizado o teste ANOVA two-way de medidas
repetidas. Ademais, este mesmo teste foi aplicado para avaliar os diferentes
parametros de estabilidade das formulagbes ao longo do tempo. Quando foi
detectada uma diferenca significativa, o teste post hoc de Tukey foi aplicado para
identificar onde ocorreram. O nivel de significancia foi fixado sendo p < 0,05. O
software GraphPadPrism 6.0 (San Diego, Califérnia) foi utilizado para a analise
estatistica e elaboracédo dos graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZACAO DO METODO ANALITICO

5.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢ao do Dilapiol

Para dar suporte aos experimentos que demandaram a quantificacdo do
dilapiol, foi realizada a padronizacdo e validacdo de método analitico em CLAE-UV.
A primeira etapa para esta padronizacdo compreendeu a varredura de uma solugéo
de dilapiol preparada em metanol a 50 ug/mL. O espectro UV/VIS resultante esta
representado na Figura 14. O dilapiol apresentou absor¢cdo maxima no comprimento
de onda igual a 286 nm. No entanto, 290 nm foi selecionado como 0 comprimento de
onda ideal para as andlises, pois em 286 nm o método apresentou picos do farmaco
menos adequados em termos de especificidade, fator de cauda e resolugéo.

286

T T T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)

Figura 14 Espectro de absorcdo na regido do UV/VISde uma solucdo metandlica de dilapiol a 50
pg/mL. Faixa de varredura: 190 a 800 nm

5.1.2 Condi¢cdes cromatograficas para quantificacdo do Dilapiol por CLAE-UV

Partindo-se de uma coluna de fase reversa RP-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 ym)
como fase estacionaria, temperatura do forno ajustada a 40°C e comprimento de
onda configurado em 290 nm, algumas diferentes composic¢des de fase movel foram
testadas a fim de se obter uma melhor separacéo de dilapiol dos contaminantes de

pele e qualidade do pico obtido em termos de pratos tedricos e fator de cauda. Os
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principais testes realizados para selecionar a fase movel do método estao resumidos
na Tabela 4.

Tabela 4 Otimizacao das condigGes cromatograficas para determinagdo do dilapiol. MeOH= metanol;
H,O= 4gua; ACN= acetonitrila; TR=tempo de retencdo; VI= volume de injecdo; N= pratos tedricos; T=
fator de cauda

Teste Fase Mével PrO([\D/(/)J)(;éO (r-rI1-iF;) (n'1:I|_l/Jr)1(1(i)n) (L\llll) N T Caracteristica do pico

1 MeOH - H,O 53-47 16,72 1,50 25 5429,00 1,08 Picos sobrepostos

2 MeOH - H.O 55-45 10,78 1,20 25 4871,00 1,11 Picos sobrepostos

3 MeOH - H,O 60-40 15,40 1,00 10 3718,03 1,09 Picos sobrepostos

4 MeOH - H,O- ACN 60-35-5 8,19 1,20 10 2996,72 1,08 Picos sobrepostos

5 MeOH - H,0O 70-30 7,36 1,00 10 4319,73 1,13 Pico largo

6 MeOH - H2O 75-25 6,38 0,80 25 2891,00 1,14 Pico largo

7 MeOH - H20 75-25 6,41 0,80 5 4991,00 1,25 Pico largo

8 MeOH - H,O 75-25 6,47 0,80 10 4683,00 1,24 Pico adequado

9 MeOH - H,O 75-25 6,19 0,80 15 3823,00 1,22 Pico adequado

Os testes iniciais foram realizados utilizando apenas metanol e agua como
fase mobvel. Nas proporcbes testadas nos ensaios 1 a 3, o pico do dilapiol
apresentou-se assimétrico, sobrepondo-se com interferentes da pele. Desta forma, o
ensaio de numero 4 consistiu da adicdo de acetonitrila na fase movel previamente
testada, na tentativa de melhorar as caracteristicas do pico. O tempo médio de
andlise diminuiu de 13 para 8 minutos, mas o pico de dilapiol continuou a eluir
sobreposto com interferéncias cutaneas. No teste de numero 5, a fase movel foi
novamente constituida apenas por metanol e gua, mas agora com uma propor¢ao
de 70% de metanol, em que o pico de interesse apresentou melhores caracteristicas
do que quando a acetonitrila foi adicionada, mas ainda com largura e simetria
inadequadas. A partir deste ponto, foi realizada mais uma pequena modificacdo na
proporcdo da fase moével (75% de metanol) e a taxa de fluxo foi ajustada em 0,8
mL/min. Neste ensaio o pico de dilapiol ndo demonstrou sobreposicdo com
interferentes, mas a largura do pico ainda nédo foi satisfatéria. Na tentativa de
melhorar esta caracteristica, o volume de injecao foi alterado nos testes 6 a 9. O
ensaio 9 compreendeu fase movel constituida por metanol e agua na proporgédo
75:25 (v/v), volume de injecao ajustado em 15 pL e vazdo igual a 0,8 mL/min. Os
pratos teoricos foram 3,823 (N> 2,000) e o pico mostrou simetria apropriada com
fator de causa de 1,22 (T <2), atendendo as recomendac¢fes do ICH (ICH, 2005).
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Além disso, o tempo de retencdo do dilapiol nesta tentativa foi de 6,19 minutos,
sendo o menor tempo alcancado durante todos os testes. Portanto, essa
configuracdo foi a que resultou em um pico mais apropriado, e esse método foi
escolhido para prosseguir com a validacao.

A utilizacdo de tal método gerou um pico com caracteristicas satisfatorias, que
pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15 Cromatograma em CLAE-UV representativo do dilapiol (solugdo metandlica a 20 pg/mL).
Método: MeOH-H,0 75:25 (v/v); fluxo 0,8 mL/min; volume de injeg&o 15 L ; leitura em 290 nm.

5.1.3 Validacdo do método analitico para quantificacdo do Dilapiol por CLAE

com deteccdo no ultravioleta (UV)
5.1.3.1 Seletividade

A solucao de dilapiol (5 pg/mL) contaminada separadamente com extratos de
pele (EC e PR), OEPA, tensoativos (TA), Pemulen® (PEM) e dodecil sulfato de sédio
(SDS) teve seu tempo de retencdo analisado. Observou-se em todos os ensaios que
a maioria dos contaminantes sao eluidos nos primeiros 5 minutos de corrida. A
Figura 16 mostra que o pico do dilapiol é detectado apés 6 minutos, livre das
possiveis interferéncias. As amostras contaminadas com OEPA, TA e PEM néao
apresentam eluicdo de interferentes proxima ao pico de interesse, confirmando que

o método escolhido é seletivo para quantificagdo do dilapiol a partir das formulagdes
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propostas. Além disso, pode-se observar também que esta quantificacdo ndo é
prejudicada pela presenga de contaminantes provenientes da pele, tornando o
método minimamente adequado para determinacdo do componente majoritatio do
OEPA em testes de permeacdo cutanea. O cromatograma representado na Figura
16 revela ainda a seletividade do método quanto a presenca de SDS nas amostras,
atestando a adequacao da utilizacado deste composto no meio receptor dos testes de

permeacao e liberacao.
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Figura 16 Cromatogramas em CLAE-UV. DIL=dilapiol; OEPA= 6leo essencial de P. aduncum; EC=
estrato corneo; PR= pele remanescente; SDS= dodecil sulfato de sodio; TA= tensoativos (Span 80% e
Cremophor®); PEM= Pemulen®
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N&o foram encontradas diferencas estatisticas significantes nas areas do
pico de dilapiol na auséncia e na presenca dos possiveis interferentes analisados
(p>0,05) (Figura 17), nem ocorreram alteracdes relevantes no tempo de retencéo do
farmaco nestas condicdes (tempo de retencdo variou entre 6,2 e 6,3 minutos). O

método mostrou-se, portanto, seletivo para todos 0s ensaios a que se destina.
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Figura 17 Area do pico na quantificacéo do dilapiol (5 ug/mL) sozinho e adicionado aos extratos das
camadas da pele. DIL= dilapiol; OEPA= éleo essencial de P. aduncum; EC= estrato c4rneo; PR= pele

remanescente; TA= tensoativos (Cremophor® e Span 80®); PEM= Pemulen®; SDS= dodecil sulfato
de sédio. Sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

5.1.3.2 Linearidade

A regressao linear da curva de calibracdo em metanol resultou na seguinte
equacao: y= 9388x — 1259. O coeficiente de correlagdo obtido (r?) foi de 0,999
(Figura 18). Este valor de r2 esta de acordo com as recomendagfes estabelecidas
para este parametro, assim como o coeficiente de variagdo das concentracdes
mensuradas, que se manteve abaixo dos 5%, confirmando a linearidade do método.
Da mesma forma, a curva de calibragdo em SDS a 0,25% mostrou-se adequada,
uma vez que atendeu as exigéncias minimas estabelecidas pelo ICH (ICH, 2005).

O coeficiente de correlacado apresentou valor de 0,998 e a equacgao da reta
obtida foi y = 8278x — 1735. Ambas as curvas apresentam altos valores numeéricos
de coeficiente angular (9388 e 8278, respectivamente), indicando resposta

apropriada do método contra mudangas na concentracao.
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Figura 18 Linearidade (A) curva do dilapiol em metanol; (B) curva do dilapiol em SDS

5.1.3.3 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Os LD e LQ foram 0,11 pg/mL e 0,34 pg/mL, respectivamente, para as
diluicdes realizadas em metanol; 0,27 pg/mL e 0,83ug/mL, na devida ordem, para as
diluicbes em SDS 0,25%. Estes valores intuem que a relagdo sinal-ruido é
minimamente adequada, possibilitando a determinacdo de baixas concentracdes
gue sdo normalmente obtidas nos estudos de cinética de liberacdo e permeacédo de
farmacos na pele.

5.1.3.4 Precisao

Os estudos de precisdo foram divididos em dois niveis, a fim de averiguar a
proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes. O primeiro deles foi a
repetibilidade, que apresentou coeficiente de variacdo abaixo de 1,2%, que assim
como a precisao inter-dia, ndo ultrapassou o limite maximo de 15% (Tabela 5)

recomendado para métodos bioanaliticos (BRASIL, 2012). O método, portanto, foi
considerado preciso.
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Tabela 5 Precisédo do método analitico. CV= coeficiente de variagao

Concentracao Teérica (ug/mL) Média CV (%)
1,50 1,58 £ 0,02 1,04
Repetibilidade 5,00 5,07 £ 0,04 0,85
20,00 20,59+ 0,07 0,34
1,50 1,56 £ 0,03 1,62
Dia 1 5,00 5,00 = 0,07 1,36
Preciséo 20,00 20,45 +0,15 0,72
Inter-dia 1,50 1,55+ 0,02 1,28
Dia 2 5,00 4,85+0,17 3,51
20,00 19,99 £ 0,13 0,66

Os valores sao apresentados como médias + DP.
Repetibilidade (n=5).
Precisao inter-dia (n=3).

5.1.3.5 Exatidao

No processo de contaminacdo da pele com dilapiol para mensuracdo da
exatiddo em termos de recuperacdo, ndo foi realizada a etapa de secagem do
solvente comumente utilizada (ANGELO et al., 2016; FERREIRA-NUNES et al.,
2018), a fim de evitar a volatilizacdo do ativo. A recuperacéo do dilapiol das fracoes
de pele apresentou valores acima de 90% para as trés concentracfes testadas (1,5;
5,0 e 20,0 pg/mL), assim como nas duas frac6es de pele analisadas (EC e PR). Os
dados de recuperagcdo estdo expostos na Tabela 6. O método possui exatidao
adequada para ser utilizado inclusive em ensaios de permeacgéo cutanea, uma vez
que de acordo com a literatura, valores de recuperacdo acima de 70% sao
considerados aceitaveis (DE JALON et al., 2001; FERREIRA et al., 2004; VAVROVA
et al., 2007). Os valores de recuperacdo simulada obtidos neste estudo foram
elevados, 0o que pode nao corresponder a recuperacao real do farmaco. Ainda
assim, o objetivo dos experimentos aqui realizados ndo foi estabelecer valores
absolutos de permeacdo, visto se tratar de um estudo in vitro, e nao de
biodisponibilidade in vivo. As concentracdes recuperadas ndao foram em varias
ordens de magnitude discrepantes entre si, apresentando praticamente a mesma

porcentagem de recuperacao, o que, portanto, valida a comparacao entre elas.
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Tabela 6 Exatiddo do método analitico. CV= coeficiente de variagdo; R= recuperacao

Estrato Cérneo Pele Remanescente
Concentragao Concentragéao Concentragéao
Teorica (ug/mL) Experimental CV (%) R (%) Experimental CV (%) R (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
1,50 1,36 + 0,06 4,32 90,97 1,56 £ 0,05 3,37 104,08
5,00 4,59 + 0,30 6,58 91,81 5,22+ 0,29 5,49 104,42
20,00 18,41+ 0,34 1,86 92,07 18,42 £ 0,29 1,57 92,08

Os valores sao apresentados como médias = DP (n=3).

5.2 DETERMINACAO DO TEOR DE DILAPIOL NO OLEO ESSENCIAL DE PIPER
ADUNCUM

A analise da solucdo metanolica de OEPA resultou na concentracao de 14,34
+ 0,05 pug/mL de dilapiol. Essa averiguacao foi realizada como forma de controle
interno do teor de dilapiol contido no 6leo essencial. O valor mensurado difere do
descrito na Tabela 1 (FERREIRA et al., 2016), sendo encontrado teor superior do

componente majoritario, revelando que 95,6% do OEPA é composto por dilapiol.

5.3 GARANTIA DA “CONDICAO SINK”

A determinacdo da quantidade maxima de dilapiol que pode ser solubilizada
na solucdo receptora dos ensaios de liberacdo e permeacdo é de fundamental
importancia para garantir a condicdo sink nesses testes. Segundo a Farmacopeia
Europeia (2010), para certificar-se desta condicdo é necessario que a concentracao
maxima do farmaco no meio receptor nao ultrapasse 1/3 (33,33%) da solubilidade
desta molécula neste meio. N&o assegurar esta condicdo implica na diminui¢cdo do
gradiente de difusdo do farmaco no meio receptor devido a saturagdo do meio,
atrapalhando o fluxo da molécula através da membrana/pele. Desta forma, os
resultados obtidos poderiam néo refletir a realidade, dando origem a dados nao
confidveis e interpretacées errbneas. Apos analise em CLAE-UV, a concentracdo
méaxima de dilapiol mensurada em solugédo de SDS 0,25% foi de 4859 + 517 ug/mL.
Considerando-se que nos ensaios de liberacdo e permeacédo o volume do meio

receptor € 15 mL e que a quantidade de formulagéo utilizada é de 0,3 g (21510 pg
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de dilapiol), a concentracdo méxima de dilapiol permeada seria 1434 ug/mL, que
corresponde a 29,51 % da solubilidade no meio. Assim, 0s experimentos estardo em
condigéao sink.

5.4 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DAS FORMULAGOES
CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE Piper aduncum

5.4.1 Nanoemulsao

5.4.1.1 Diagrama de fases

Span 80® e Cremophor® sdo tensoativos n&o-ibnicos(ALAM et al., 2013) de
baixa toxicidade e irritabilidade cutanea, quando comparado aos i0nicos.
Cremophor® € muito utilizado para preparacdo de solu¢cdes aquosas de farmacos
hidrofébicos, e pode facilmente estabilizar a mistura de 6leos essenciais em agua
(GULYAKIN; OBOROTOVA; PECHENNIKOV, 1995). A somatéria de tais
caracteristicas destes tensoativos justifica sua utilizagdo em combinagdo para a
emulsificacdo de sistemas coloidais de aplicacéo tépica.

O método de preparo escolhido para a nanoemulsdo contendo OEPA (Nano
OEPA) foi a emulsificacdo espontanea, que consistiu em misturar a fase a ser
dispersa (6leo) com os tensoativos, e depois adicionar aos poucos a fase continua
(aquosa), mantendo a mistura sob agitacao.

A Figura 19 mostra o diagrama pseudoternario com diferentes propor¢des de

agua, 6leo e mistura de tensoativos.
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Figura 19 Grafico pseudoternario de formulacdo composta por 6leo (oleato de etila), mistura de
tensoativos (Cremophor® e Span 80°® 4:1) dispersos em agua em temperatura ambiente

A area destacada em vermelho no diagrama representa a regido onde foi
observada a ocorréncia de formulacdes geleificadas, em que podem ser observadas
proporcdes de tensoativos entre 25% a 69%. Ja a regido destacada em azul
corresponde a regido onde formaram-se nanoemulsGes liquidas, que sao
constituidas por uma menor porcentagem de tensoativos e maior contelldo aquoso.

Entre os pontos que originaram nanoemulsdes geleificadas, a proporgao que
consiste em 50% agua — 30% Cremophor® + Span 80® (4:1) — 20% fase oleosa foi
escolhida baseado em sua aparéncia, consisténcia e manutencdo de suas
caracteristicas apos teste em centrifuga (destaque na Figura 19). A elevada
consisténcia observada na formulagdo em questdo fez com que esta fosse
considerada uma nanoemulgel. Vale ressaltar que os resultados do presente estudo
estdo de acordo com Moysan et al. (2014), que descreveram a ocorréncia de
geleificagcdo espontédnea no preparo de nanocapsulas lipidicas pelo processo de
baixa energia, utilizando como tensoativos uma combinacdo de Span 80° e

Cremophor®.
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5.4.1.2 Caracterizacéo

A Nano OEPA foi composta por 50% fase aquosa, 30% tensoativos, 12,5%
oleato de etila e 7,5% OEPA (contendo 95,6% de dilapiol). A nanoemulséo
apresentou um valor de pH de 3,75 = 0,02 no ato de seu preparo. A combinacdo do
oleato de etila (acido graxo) com o OEPA contendo dilapiol, que possui carater
acido, provavelmente sdo o0s componentes que conferem pH mais baixo a
formulacdo. Nano OEPA pH 3,7 apresenta-se como um semissolido transparente de
coloracédo levemente amarelada (Figura 20) e cheiro caracteristico de OEPA, com
concentracdo de 71,7 mg de dilapiol por grama de formulacdo. A elevada
viscosidade destaca-se positivamente no desenvolvimento de uma formulacédo para
aplicacao topica, uma vez que a consisténcia de gel impede desperdicio durante a
aplicacdo sobre a pele, assim como sua permanéncia sobre ela. Ademais,
nanoemulgéis apresentam caracteristicas desejaveis como boa espalhabilidade,
aspecto ndo gorduroso e facil remocdo, além de agradavel aspecto visual e
sensorial (EID et al., 2014).

O tamanho de goticula encaixa-se em escala nanométrica, com uma média
de 37,74 + 0,67 nm e indice de polidisperséo abaixo de 0,27 (Tabela 7), refletindo a
homogeneidade na distribuicdo do tamanho das goticulas. O tamanho médio de
goticula apresentado pela nanoemulsdo controle sem adicdo do OEPA (Nano
Controle) em pH 3,7, foi similar a Nano OEPA pH 3,7, demonstrando que o 6leo
essencial nessa propor¢cdo nao interferiu no tamanho das goticulas formadas. Este
tamanho reduzido deve ser responsavel pelo desenvolvimento de movimento
browniano e reducdo dos efeitos da gravidade sobre as goticulas, resultando em
sistemas mais estaveis com menor probabilidade de separagédo de fases, quando
comparado as emulsées comuns (GHARENAGHADEH et al., 2017).

Tabela 7 Tamanho (nm), PDI e potencial zeta da Nano OEPA pH 3,7 e Nano controle pH 3,7

Formulacéo Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
Nano Controle pH 3,7 37,52 +0,14 0,16 £ 0,01 -9,97 £ 2,42
Nano OEPA pH 3,7 37,74 + 0,67 0,26 + 0,01 -12,13 + 0,35

Os valores sdo apresentados como médias + DP(n=3). Sem diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos; p>0,05
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Os valores médios de potencial zeta das nanogoticulas estdo apresentados
na Tabela 7, em que se observa que a adicdo de OEPA as formula¢des promoveu
um aumentou sem significancia estatistica da carga superficial negativa (cerca de -
12 mV com OEPA, e -9 mV sem incorporacao do 6leo essencial). Valores baixos em
moédulo foram encontrados, devido a utilizagdo de tensoativos néo ibnico no preparo
da formulacdo, mas estes valores parecem ter sido suficientes para evitar a
coalescéncia das goticulas. Em geral, altos valores em maédulo de potencial zeta séo
desejaveis, pois a presenca de carga elétrica positiva ou negativa na superficie das
goticulas de nanoemulsGes promove a repulséo entre elas, evitando a tendéncia de
agregacdo, aumentando a estabilidade da preparacdo coloidal (HONARY; ZAHIR,
2013).

Figura 20 Fotografia ilustrativa do aspecto macroscépico da nanoemulsdo contendo OEPA (Nano
OEPA pH 3,7)

5.4.1.3 Estabilidade preliminar

5.4.1.3.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Apbs 30 dias de analise, ndo foram observadas altera¢des nas caracteristicas
organolépticas das formulagbes submetidas a armazenamento em 40°C ou 25°C. A
aparéncia de Nano OEPA pH 3,7 permaneceu como um gel transparente amarelado

e o odor caracteristico de OEPA manteve-se presente na formulacao.
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5.4.1.3.2 TAMANHO MEDIO DE GOTICULA E PDI

Os resultados de tamanho de goticula estdo apresentados na Tabela 8 e
Figura 21. Nota-se que a Nano Controle pH 3,7 e Nano OEPA pH 3,7 armazenadas
a 25°C nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os tempos
(p>0,05). No entanto, o tamanho da goticula aumentou em Nano OEPA pH 3,7 e
Nano controle pH 3,7 armazenadas a 40°C apos 90 dias, quando comparado aos
tempos anteriores (p<0,05). Nano Controle pH 3,7 armazenada em 40°C apresentou
significativo aumento do tamanho de goticula quando comparada a Nano Controle
pH 3,7 armazenada em temperatura ambiente, exceto no tempo 7 dias. Este
fenbmeno provavelmente ocorre devido a condicdo de armazenamento das

formulacdes em estufa ser mais desafiadora, pelo estresse térmico.

80
Nano OEPA pH 3,7
40°C

-¢-

(=]
o
1

Nano OEPA pH 3,7
25°C

A

Nano Controle pH 3,7
40°C

Nano Controle pH 3,7
25°C

Tamanho (nm)
S
o
L

N
o
1

-O-

Tempo (dias)

Figura 21 Avaliagdo do tamanho de goticula da Nano OEPA pH 3,7 e Nano Controle pH 3,7 ao longo
de 90 dias, durante estudo de estabilidade preliminar

Quando comparadas as duas temperaturas para Nano OEPA pH 3,7,
as amostras que foram submetidas ao regime de aquecimento apresentaram maior
diametro das goticulas em todos os tempos. Esses dados sugerem que a
nanoemulsdo desenvolvida tende a manter homogénea distribuicdo do tamanho das
goticulas em temperatura ambiente. Além disso, pode-se observar que quando o
OEPA esta incorporado a formulagéo sujeita ao aumento de temperatura, existe uma
menor flutuagéo nos valores de tamanho médio (Figura 21).

Os dados de PDI também estdo descritos na Tabela 8, onde estédo
apresentados valores menores que 0,28. Os resultados obtidos para este parametro
refletem a manutencdo da homogeneidade na distribuicdo do tamanho de goticula

da nanoemulséao.
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Tabela 8 Tamanho (nm) e PDI da Nano OEPA pH 3,7 e Nano controle pH 3,7, armazenadas em 40°C
e temperatura ambiente ao longo de 90 dias

Nano OEPA pH 3,7 Nano Controle pH 3,7
Dias 40°C 25°C 40°C 25°C
Tamanho Tamanho Tamanho Tamanho
(o) PDI (nm) PDI (nm) PDI (o) PDI
37,74+ 027+ 37,74+ 027+ 37,85 + 0,16 + 37,85+ 0,16+
0,67 0,01 0,67 0,01 0,67 0,01 0,67 0,01
3394+ 0,10+ 3879+ 0,25+ 42,51 + 0,12 + 3993+ 0,16+
T 0,46" 0,02 0,42° 0,01 0,51 0,01 0,57% 0,02
3354+ 0,06+ 39,09+ 0,23+ 44,97 + 0,12 + 3791+ 0,14+
i 0,30" 0,02 0,88° 0,01 0,581 0,01 0,40% 0,01
T30 3467+ 0,10+ 3925+ 0,23+ 48,79 + 0,13 + 3841+ 0,13+
2,54 0,09 0,35% 0,01 0,501° 0,00 0,10% 0,02
. 31,75+ 0,04+ 3868+ 0,22+ 54,02 + 0,21 + 37,6+ 0,14 +
0,46" 0,01 0,082 0,01 5,767 0,02 0,37% 0,02
o0 3369+ 0,05+ 3884+ 023+ 65,49 + 0,21 + 38,7 + 0,12 +
0,86" 0,01 0,432 0,01 0,39 0,02 1,40% 0,00

Os valores sdo apresentados como médias + DP (n=3). IDP= indice de polidispersdo. Diferenca
estatisticamente significativa em comparacao com: T T0 na mesma formulag&o, * Nano OEPA pH 3,7
40°C no mesmo momento, ° Nano OEPA pH 3,7 25°C no mesmo momento, ° Nano controle pH 3,7
40°C no mesmo momento; p<0,05.

5.4.1.3.3 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

A Nano OEPA apresentou um valor de pH de 3,7 = 0,1 no momento de seu
preparo (Tabela 9). O pH desta nanoemulsdo armazenada em 40°C modificou-se
mais rapidamente que a amostra armazenada a 25°C, apresentando diferenga
estatistica entre as duas condicdes no tempo final das analises (p<0,05). A
ocorréncia de degradacgéo de constituintes do 6leo essencial por calor pode provocar
modificagcdes no pH da formulagdo, o que pode explicar em parte a alteragdo mais

acentuada deste parametro nas amostras submetidas ao aumento de temperatura.
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Tabela 9 pH de Nano OEPA pH 3,7 armazenada em 40°C e temperatura ambiente ao longo de 30
dias

Tempo (dias) 40°C 25°C
TO 3701 3,7+0,1
T7 35+0,1" 3,6 +0,1™
T15 36+0,1" 3,7+0,1
T 30 35+0,1" 3,6 +0,0™

Os valores séo apresentados como médias + DP (n=3). Diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com: " T0 na mesma formulac&o, ®Nano OEPA pH 3,7 40°C no mesmo momento; p<0,05

5.4.1.3.4 TEOR DE DILAPIOL

O teor de dilapiol presente na nanoemulsao foi analisado em CLAE-UV. A
concentracdo mensurada no tempo O foi considerada para calcular a porcentagem
do decaimento de dilapiol ao longo do tempo. Todas as amostras apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre o tempo inicial e final (p<0,05). A
formulacdo Nano OEPA pH 3,7 armazenada a 40°C apresentou queda de cerca de
8% do dilapiol em apenas 7 dias. Dentro de 30 dias a formulag&o havia perdido mais
de 20% do seu teor. Em contrapartida, a nanoemulsdo armazenada a 25°C
apresentou decaimento maior que 11% os primeiros 7 dias, e 23% ao final dos 30
dias (Tabela 10). Este decaimento pode ter ocorrido devido a volatilizacao do ativo
ao longo do tempo, visto que as amostras estavam acondicionadas em frascos
fechados, mas ndo hermeticos. Além disso, o recipiente utilizado pode ter permitido
a entrada de oxigénio e a saida de vapores dos componentes do 6leo essencial e de
agua. A perda do teor de dilapiol também pode ter ocorrido devido a degradacao
desta molécula, sendo o pH do meio uma variavel importante a ser considerada.
Apesar disso, ndo sédo encontrados na literatura dados a respeito da estabilidade do
dilapiol em diferentes pHs. Devido a pequena quantidade deste composto disponivel
para este estudo, ndo foi possivel realizar experimentos que esclarecessem esta
guestao. Desta forma, a mensuracao do teor de dilapiol ao longo de 30 dias nestas
condi¢cdes torna-se inconclusiva, uma vez que existem variaveis ndo isoladas
envolvidas neste processo.

Apesar das limitagdes das condi¢cbes desta analise, ao observar os dados fica
evidente o rapido decaimento do teor do ativo em um curto periodo de tempo.

Ademais, em conjunto, os dados da estabilidade preliminar sugerem o
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armazenamento sob refrigeracdo, principalmente devido ao decaimento do fitoativo
sob estresse térmico. Desta maneira, seria necessario promover aprimoramento do
sistema para incorporacdo do OEPA, de modo a evitar a volatilizacdo ou degradacéo
do dleo essencial. Uma possivel alternativa, seria a complexacdo do OEPA com
ciclodextrina (PONCE CEVALLOS; BUERA; ELIZALDE, 2010), para posterior
incorporacdo nos géis desenvolvidos, na tentativa de promover protecdo ao ativo

contra instabilidades.

Tabela 10 Teor de dilapiol (%) em Nano OEPA pH 3,7, armazenada em 40°C e temperatura ambiente

ao longo de 30 dias

Tempo (dias) 40°C 25°C
TO 100 + 0,13 100 £ 0,13
T7 91,32 +2,10" 88,49 + 4,30"
T15 78,66 + 8,36" 72,56 + 3,51"
T30 78,18 +2,21" 76,31 + 8,50"

Os valores séo apresentados como médias + DP (n=3). Diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com: ' T0 na mesma formulacdo

5.4.1.4 Ensaio de irritabilidade HET CAM

A Nano OEPA pH 3,7 causou leve hiperemia na CAM apds 2 minutos de
exposicao, além de hemorragia que se apresentou proxima aos 4 minutos (Figura
22). Desta forma, Nano OEPA pH 3,7 encaixa-se no escore referente a categoria
“irritante leve (IL)” (lI= 4,0), conforme a pontuacdo acumulada descrita por Luepke
(1985) (Tabela 2).

A solucao tampao pH 3,7 foi utilizadas como parametro comparativo, sendo
entdo o controle para Nano OEPA pH 3,7 a fim de averiguar a influéncia do pH sobre
o potencial irritativo da formulagéo.

Procedendo a observacéo da reacéo causada pela solugéo tampéao testada,
observa-se que provavelmente o baixo pH da formulacdo Nano OEPA pH 3,7 seja
em maior parte o responsavel pela capacidade irritativa desta nanoemulséo (solucéo
tampdo pH 3,7 com Il= 3,34). Aléem do potencial hidrogenidnico, existem outros
fatores que podem causar sinais de irritabilidade sobre a membrana. A presenca de
tensoativos na composicdo das nanoemulsdes pode ser um elemento a ser

considerado, apesar de serem componentes com baixa predisposicdo a causar
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irritacbes em pele e mucosa (CORAZZA et al., 2010; ERDAL et al., 2016). O OEPA
inserido nas preparagfes pode também contribuir para o aparecimento de eventos
vasculares na CAM, uma vez que possui carater acido. Além disso, os Oleos
esséncias concentrados podem causar reacdes na pele devido a presenca de
alguns alérgenos terpendides que podem estar contidos em sua composicao
(SOUTHWELL; FREEMAN; RUBEL, 1997).

20 2 5
segundos minutos minutos

Controle

(+)

Controle

(-)

Sol.
Tampado
pH 3,7

Nano OEPA \
pH 3.7

Figura 22 Avaliacdo da irritabilidade de Nano OEPA pH 3,7 sobre a membrana corioalantéide dos
ovos de galinha, em comparagdo com as solugbes controle (solugéo fisioldgica 0,9%, solucdo de
NaOH 1M e solugéo tampao pH 3,7)

5.4.2 Nanoemulsdo em pH 5,5

5.4.2.1 Desenvolvimento e caracterizagao

Na tentativa de manejar os possiveis componentes irritantes, com o intuito de

reduzir ainda mais a capacidade irritativa da nanoemulséo, o pH desta formulacdo
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foi ajustado para 5,5, visto que este valor de pH é aceitavel para evitar risco de
irritacéo sobre a pele (PATEL et al., 2011).

O pH da nanoemulsao foi ajustado para 5,5 com solucdo aquosa de hidroxido
de sodio 1 mol/L, quando necessario. Nao foram observadas alteragGes na cor, odor
e consisténcia, quando comparada a Nano OEPA pH 3,7, apresentando também a
mesma concentracao descrita no item 5.4.1.2.

O tamanho de goticula mensurado apresentou valor de 37,12 + 0,29 nm e PDI
de 0,14 + 0,02 (Tabela 11). Estes parametros demonstram-se adequados, uma vez
gue o diametro hidrodinamico condiz com a escala nanométrica e o baixo valor de
PDI indica apropriada homogeneidade na distribuicdo do tamanho das goticulas.
Quando analisados os parametros de tamanho médio e potencial zeta, observa-se
que a modificacdo do pH da formulagdo Nano OEPA pH 5,5 ndo alterou
significativamente estes quesitos, quando comparados a Nano controle e Nano
OEPA pH 3,7 (p>0,05), que continuam apresentando valores que tendem a

proporcionar maior estabilidade ao sistema.

Tabela 11 Tamanho (nm), PDI e potencial zeta da Nano OEPA pH 5,5 e Nano controle

Formulacéo Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
Nano Controle 37,52+0,14 0,16 + 0,01 -9,97 £ 2,42
Nano OEPA pH 5,5 37,12 £ 0,29 0,14 + 0,02 -12,97 £ 1,64

Os valores séo apresentados como médias + DP(n=3). Sem diferengas estatisticamente significativas;
p>0,05

5.4.2.2 Ensaio de irritabilidade HET-CAM

A Nano OEPA pH 5,5 causou apenas leve hiperemia apds 3 minutos de
contato (Figura 23), sendo classificada como “nao irritante (NI)” (lI= 0,83), conforme
a pontuacao acumulada descrita por Luepke (1985) (Tabela 2).

A solugdo tampéo pH 5,5 foi utilizada como parametro comparativo, sendo
entdo considerada um controle para a Nano OEPA pH 5,5, a fim de averiguar a
influéncia do pH sobre o potencial irritativo desta formulacao.
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Figura 23 Avaliac@o da irritabilidade de Nano OEPA pH 55 e Pem OEPA sobre a membrana
corioalantdide dos ovos de galinha, em comparacdo com as solugfes controle (solugédo fisioldgica
0,9%, solucao de NaOH 1M e solugéo tampao pH 5,5)

A Nano OEPA pH 5,5 apresenta indice de irritabilidade muito baixo, assim
como a solucdo tampdo pH 5,5, sugerindo que esta faixa de pH ndo é
demasiadamente irritativa para a CAM (solugcédo tampédo pH 5,5 com lI= 1,87). A
Nano OEPA pH 5,5 possui a mesma composicdo que Nano OEPA pH 3,7 em
relacdo aos tensoativos e concentracdo de OEPA, diferindo apenas em termos de
pH. Observa-se que a nanoemulséo em pH 5,5 (classificada como “néo irritante”) foi
menos irritante que a formulagdo com pH 3,7 (“irritante leve”), indicando que neste
caso, o potencial hidrogeniénico foi 0 maior causador de sinais de irritacdo na CAM.
Por este motivo, a Nano OEPA pH 5,5 foi escolhida para dar prosseguimento aos
demais experimentos e esse pH foi mantido também para o emulgel polimérico (Pem
OEPA).
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5.4.3 Emulgel polimérico

5.4.3.1 Desenvolvimento e caracterizagao

O Pem OEPA desenvolvido continha 71,7 mg de dilapiol por grama de
formulagdo e apresentou-se como um emulgel consistente de coloragdo
esbranquicada (Figura 24) e odor caracteristico do OEPA. No ato de seu preparo,
Pem OEPA mostrou maior fluidez devido ao pH mensurado proximo a 3, o que era
esperado visto que este polimero geleifica na faixa de pH entre 4-9 (TEGELI et al.,
2011). Quando o pH foi ajustado para 5,5, de fato observou-se um gradativo

aumento na consisténcia da formulacéo.

Figura 24 Fotografia ilustrativa do aspecto macroscopico do emulgel polimérico contendo OEPA
(Pem OEPA)

5.4.3.2 Estabilidade preliminar

5.4.3.2.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Apos 30 dias de analise, ndo foram observadas alteracdes nas caracteristicas
organolépticas das formulacfes submetidas a armazenamento em 40°C ou 25°C. A
aparéncia de Pem OEPA permaneceu como um semissélido leitoso com coloracéo

esbranquicada, sem alteracdes na consisténcia, coloracao e odor.
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5.4.3.2.2 POTENCIAL DE HIDROGENIO (pH)

Pem OEPA armazenada a 40°C demonstrou maior modificacdo dos valores
de pH ao longo do tempo quando comparado aos resultados da formulacéo
armazenada em temperatura ambiente. No tempo 7 e 15, o gel polimérico submetido
aos dois regimes de temperatura apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre si. No entanto, o valor de p encontrado no tempo final das analises
destas formulacdes foi maior que 0,05, demonstrando que nao houve diferenca
estatisticamente significativa no tempo 30, entre Pem OEPA submetida a 40°C e
temperatura ambiente (Tabela 12). As modificacbes de pH de Pem OEPA na
condicdo de aumento de temperatura pode se dar pelos mesmos motivos discutidos
no item 5.4.1.4. O polimero utilizado dificilmente sofreria alteracbes na faixa de
temperatura de 40 + 2°C (TEGELI et al.,, 2011). Apesar disso, existe ainda a
hip6tese de o Oleo essencial sofrer degradacdo nessas condi¢cdes, além da
possibilidade ndo esclarecida do dilapiol sofrer ataques nesta faixa de pH,
disponibilizando no meio produtos de degradacdo com grupos funcionais que

alterem o pH da formulacéo.

Tabela 12 pH de Pem OEPA armazenado em 40°C e temperatura ambiente ao longo de 30 dias

Tempo (dias) 40°C 25°C
TO 55+0,0 55+0,0
T7 51+0,0" 4,5+0,0™
T15 50+0,0" 5,4 + 0,0°
T30 53+0,1" 53+0,0"

Os valores sé@o apresentados como médias + DP (n=3). Diferenca estatisticamente significativa em
comparagao com: ' T0 na mesma formulag&o, *Pem OEPA 40°C no mesmo momento; p<0,05

5.4.3.2.3 TEOR DE DILAPIOL

O teor de dilapiol presente nas formulagdes foi analisado em CLAE-UV. Assim
como para Nano OEPA, a concentragédo mensurada no inicio do estudo (tempo 0) foi
considerada para calcular a porcentagem do decaimento de dilapiol ao longo do
tempo. Pem OEPA armazenada a 40°C promoveu a redugao de sua concentragcéo
de dilapiol em velocidade consideravel, com decaimento de 24,63% no tempo 7 e
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39,23% no tempo 30 (Tabela 13). Assim como mencionado no item 5.4.1.3.4, deve-
se levar em consideragédo a possibilidade da ocorréncia da volatilizagdo do ativo ao
longo do tempo. Além disso, a questdo ainda ndo esclarecida a respeito da
estabilidade do dilapiol em diferentes pHs deve ser investigada mais profundamente,
com a exposicdo a condi¢cdes acidas e bésicas para elucidar seu pH de maxima
estabilidade. Apesar dos resultados inconclusivos deste experimento, os dados
sugerem alguns cuidados no armazenamento e envase do produto, com o
isolamento de variaveis que possibilitem a volatilizacdo do ativo, com uso de
refrigeracdo e envases herméticos para possibilitar a manutencdo do teor durante
todo o prazo de validade.

Quando o teor de dilapiol em Pem OEPA é observado ao longo do tempo,
percebe-se que acontece um importante decaimento do teor do ativo na primeira
semana. Quando estes resultados sdo comparados aos descritos no item 5.4.1.3.4,
constata-se que a perda de teor que ocorre na nanoemulsdo é menor do que para o
emulgel polimérico. Uma das hip6teses que podem explicar o decaimento mais lento
no teor de dilapiol apresentado pela Nano OEPA ¢é a encapsulacéo do 6leo essencial
em nanogoticulas, que pode conferir algum tipo de protecéo contra a volatilizacdo do
ativo, como demonstrado por Flores et al. (2011).

Assim como a respeito da nanoemulsdo, sdo necessarias modificacbes no
sistema contendo Pemulen®, com finalidade de evitar a volatilizacdo do 6leo
essencial para aumentar a estabilidade da formulacdo, além da sugestdo de
armazenamento sob refrigeracdo, devido as caracteristicas de instabilidade em

aumento de temperatura.

Tabela 13 Teor de dilapiol (%) em Pem OEPA armazenado em 40°C e temperatura ambiente ao
longo de 30 dias

Tempo (dias) 40°C 25°C
TO 100 + 0,27 100 + 0,27
T7 75,37 + 0,527 80,70 + 0,917
T15 70,68 + 1,097 68,13 +2,66'
T30 60,77 + 0,02" 42,92 +0,05"

Os valores sé@o apresentados como médias + DP (n=3). Diferenca estatisticamente significativa em
comparacao com: ' T0 na mesma formulacéo; p<0,05.
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5.4.3.3 Ensaio de irritabilidade HET-CAM

Pem OEPA estimulou o aparecimento de discreta hiperemia e hemorragia aos
2 e 3 minutos de avaliacédo, respectivamente (Figura 23). Apés os 5 minutos de
observacdo, o escore final da amostra testada foi de 2,8 sendo desta forma
considerada como “irritante leve (IL)”, conforme a pontuagdo acumulada descrita por
Luepke (1985) (Tabela 2). Como mencionado anteriormente no item 5.4.2.2, a
solucdo tampédo pH 5,5 apresentou indice de irritabilidade muito baixo (II= 1,87),
descartando o pH da formulagcdo como o principal agente causador dos sinais de
irritacdo na CAM. O polimero Pemulen® contido no emulgel, é descrito na literatura
como insumo de baixa capacidade irritativa a pele (SHAHIN et al., 2011), sendo por
este motivo muito utilizado em formulagcdes cosméticas de aplicacdo cutanea. O
OEPA presente na composicdo da formulacdo pode ser o causador de eventos
vasculares observados na CAM, uma vez que seu potencial irritativo ja foi discutido
no item 5.4.1.4.

5.5 AVALIACAO DA VISCOSIDADE E ESPALHABILIDADE DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Nano Controle pH 5,5 apresentou viscosidade de 54033 + 1686 cP, utilizando
spindle n® 07 em 30 rpm. No entanto, Pem Controle apresentou valor de 10540 +
440 cP utilizando spindle n°® 05 sob as mesmas condicbes configuradas para a
nanoemulsédo (Tabela 14). Desta forma, pode-se observar que Nano Controle pH 5,5
€ uma formulagdo mais viscosa que o emulgel polimérico. A consisténcia de
formulag@es tépicas € de fundamental importancia no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos e cosmeéticos, e este parametro deve estar adequado a finalidade
pretendida (BARRY; MEYER, 1973; LIPPACHER; MULLER; MADER, 2001). No
caso de formulagbes para aplicacdo na pele, é desejavel que esta possua
viscosidade elevada para que ndo escoe devido a sua fluidez (EID et al., 2014; MOU
et al., 2008; SENGUPTA; CHATTERJEE, 2017). Apesar disso, a viscosidade do
produto final ndo pode ser tdo acentuada, visto que isso pode comprometer a
espalhabilidade e aplicagdo tépica das formulagcées (BARRY; MEYER, 1973).

Quando comparadas as nanoemulsdes comuns, que em geral apresentam-se

como formulagBes liquidas e de baixa viscosidade (SHAKEEL et al.,, 2007,
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SHAKEEL; RAMADAN; AHMED, 2009), a nanoemulséo desenvolvida neste trabalho
apresenta valores muito maiores para este parametro. Em contraste aos valores
mensurados por Shakeel et al. (2007) (92,20 — 125,30 cP), observa-se uma
diferenca que alcanca magnitude de até 400 vezes. Neste estudo especificamente, o
impacto de uma formulagdo mais viscosa que a outra pode estar no retardo da
liberac@o, uma vez que alta viscosidade pode controlar a difusdo de farmacos para
fora da formulacdo (PATEL et al.,, 2011; PRAKASH; RAO; SOUJANYA, 2010;
SENGUPTA; CHATTERJEE, 2017).

Tabela 14 Viscosidade mensurada para Nano Controle pH 5,5 e Pem Controle

. . Rotacéo Torque Viscosidade

Formulacéo Spindle (rpm) (%) (cP)
Nano Controle pH 5,5 07 30 40,40 54033 + 1686
Pem Controle 05 30 78,96 10540 * 440

Os valores sao apresentados como médias + DP (n=3)

O teste de espalhabilidade também foi realizado para as formulagbes sem
OEPA (Nano Controle pH 5,5 e Pem Controle). Considerando que no teste quanto
maior for o didametro atingido pela formulacdo, maior € a espalhabilidade da amostra,
Nano Controle pH 5,5 apresentou diametro de espalhabilidade de 42,98 + 2,25 mm
apos aplicacédo da ultima placa (peso total de 1555,86 g). Em contrapartida, Pem
Controle apresentou espalhabilidade com diametro de 66,45 + 0,90 mm, nas
mesmas condi¢cbes (Tabela 15 e Figura 25). Quando esses resultados séo
analisados em conjunto com os dados de viscosidade, percebe-se que existe uma

relacdo inversamente proporcional entre esses dois parametros.

Tabela 15 Espalhabilidade mensurada para a Nano Controle pH 5,5 e Pem Controle

Placas Nano Controle pH 5,5 Pem Controle
Ordem Peso (g) Diametro (mm) CO:/Z/ Ei (mm2)  Diametro (mm) (CO/:/) Ei (mm2)
1 299,95 30,67 £ 1,03 3,37 738,25 47,37 £ 1,36 2,87 1761,23
2 301,02 35,53 +1,03 2,91 991,15 53,87 + 1,06 1,97 2367,43
3 308,79 38,75+1,51 3,89 1178,73 58,33 + 1,37 2,34 2873,30
4 309,42 41,50 + 1,22 2,95 1351,97 63,50 + 0,84 1,32 3265,80
5 336,68 42,98 + 2,25 5,24 1450,34 66,45 + 0,90 1,36 3457,56

Os valores sao apresentados como médias + DP (n=3). CV = coeficiente de variagdo; Ei =
espalhabilidade para o peso i (mm?)
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A espalhabilidade é um importante pardmetro a ser considerado no
desenvolvimento de formulacdes para aplicacdo tdpica. Na maioria dos casos, a
consisténcia e espalhabilidade desempenham importante papel na homogénea
distribuicdo do produto, com consequente melhora nos indices de aceitacdo por
parte do consumidor final (BARAKAT, 2010; BARRY; MEYER, 1973). O emulgel
polimérico é identificado como “gel semifluido” e a nanoemulsdo como “gel rigido”,
conforme a classificacdo utilizada por Lardy et al. (2000). Isso sugere que a
utilizacado do emulgel sobre a pele seja mais facilitada, conferindo conforto durante a
aplicagdo, enquanto a nanoemulsdo pode oferecer alguma resisténcia quanto ao
espalhamento sobre o local desejado, apesar de n&do causar incomodo devido ao

toque suave e elegancia da formulacéo.
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Figura 25 Comportamento de expansdo de Nano Controle pH 5,5 e Pem Controle em fun¢édo da
massa aplicada

5.6 AVALIACAO DA LIBERACAO DO DILAPIOL A PARTIR DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Para avaliar o fluxo da liberacéo do dilapiol através de uma membrana inerte,
que mostra a liberacdo do farmaco a partir das formulacdes, foram realizadas
coletas do meio receptor da célula de difusdo a cada hora. O emulgel preparado
com polimero liberou 1881,95 + 377,80 ug de dilapiol ao longo de 24 horas,
correspondendo a aproximadamente 9,65% do contetdo total no ativo contido no
gel. Ja a nanoemulsao liberou 11997,45 + 939,93 ug, equivalendo a 61,52% do

dilapiol incorporado na formulacéo, ja nas primeiras 5 horas de experimento (Figura
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26). Isso indica que Nano OEPA liberou 6 vezes mais dilapiol quando comparado ao
emulgel polimérico e em um intervalo de tempo muito menor.

Analisando-se as viscosidades das formulacdes, essa liberacdo mais rapida a
partir da Nano OEPA em relacdo a Pem OEPA ndo era esperada, visto que a
nanoemulsao tinha viscosidade superior (Tabela 14) e, além disso, poderia-se levar
em consideracdo que o dilapiol do OEPA que compde a fase interna da
nanoemulsdo Oleo-em-agua poderia demorar para se difundir para fora do sistema.
No entanto, parece que o polimero acrilico que compde o Pem OEPA interage de
alguma forma com o dilapiol, controlando sua liberacdo. Wabhlgren et al. (2009) ja
reportaram que formulacdes preparadas com géis poli (acido acrilicos) de fato
podem controlar a liberacdo de sustancias lipofilicas, justificando a expressiva
diferenca entre os perfis de liberacdo obtidos para os géis testados no presente
estudo. Desta forma, parece que a presenca do polimero é fato decisivo para
retencdo da liberacdo do dilapiol contido nos géis de Pem OEPA.

N A
(=]
1
= §

Dilapiol (%)
&

0 5 10 15 20 25
Tempo (horas)

Nano OEPA
-o- a;)”|$550 -m- Pem OEPA

Figura 26 Liberacéo de dilapiol através de membrana de acetato/nitrato de celulose ao longo de 24
horas, a partir de Nano OEPA pH 5,5 e Pem OEPA.? Diferenca estatisticamente significante entre os
grupos; p<0,05. (n=5)

A melhor correlacao linear para a liberacao de dilapiol da Nano OEPA pH 5,5

nas primeiras 5 horas de experimento foi obtido segundo a relagédo da concentracao
X /tempo, correspondendo ao modelo de Higuchi (Tabela 16). Neste caso, a

liberacdo representa um processo de difusdo baseado na lei de Fick, sendo este
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modelo muito utilizado para descrever a liberacdo de farmacos a partir de diversos
tipos de formas farmacéuticas (COSTA, 2002; VALENTE et al., 2013). J& para Pem
OEPA, o r2 mais proximo da perfeita linearidade foi obtido a partir da correlagéo
entre a concentracdo x tempo (Tabela 16). Neste modelo de ordem zero, a difuséo
independe da concentracdo de farmaco no meio doador, liberando a mesma
quantidade por unidade de tempo (GUY; HADGRAFT, 1990; VALENTE et al., 2013).

Tabela 16 Valores dos fluxos de liberacéo do dilapiol a partir das formula¢gBes desenvolvidas e seus
coeficientes lineares

Formulacéo J Modelo Cinético r2
Nano OEPA pH 5,5 17,681 + 7,310 pg/cm?h*? Higuchi 0,87
Pem OEPA 0,328 + 0,061 ug/cm?/h Ordem zero 0,97

Os valores sdo apresentados como médias + DP (n=5). J= fluxo obtido pela equacdo da reta do
intervalo linear da curva de liberagao (“steady state”); r2= coeficiente de correlacao linear

5.7 AVALIACAO DA PERMEACAO CUTANEA DAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS

Moléculas que removem ou modificam reversivelmente a funcdo de barreira
do EC sdo chamadas de promotores de permeacdo (BARRY, 1987). Diversas
formulacbes para aplicacdo tépica contém esses materiais para melhorar a
permeacdo de farmacos na pele. Uns dos mais aplicados sdo 0s tensoativos,
alcodis, glicéis, acidos graxos e os 0leos essenciais (WILLIAMS; BARRY, 2012). A
nanoemulsdo aqui desenvolvida apresenta em sua composicéo trés dessas classes
anteriormente citadas. O Span 80® e Cremophor® sdo tensoativos ndo idnicos
largamente aplicados em formulagbes farmacéuticas e cosméticas. Aqui, eles sédo
responsaveis pela formagédo das nanogoticulas na Nano OEPA. Esses tensoativos
podem desestruturar a organizacdo dos lipidios do EC, aumentando sua
permeabilidade (CORAZZA et al., 2010; LANE, 2013; WILLIAMS; BARRY, 2012).

O oleato de etila presente na Nano OEPA também tem sido descrito como
promotor de absorgcdo, e esta presente em diversas formulacdes no mercado
farmacéutico (LANE, 2013). Além disso, o proprio OEPA presente tanto na Nano
OEPA quanto na Pem OEPA pode promover a absor¢éo do ativo, uma vez que 0s
terpenos presentes na constituicdo dos 6leos essenciais também podem modificar a

estrutura do EC.
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Assim, estudos de permeacdo foram realizados in vitro de forma passiva
durante 6 horas, para as duas formulacdes desenvolvidas para comparar o efeito
das diferencas fisico-quimica delas sobre a permeacédo do ativo através da pele. Os

resultados séo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 Dilapiol recuperado das camadas da pele nos testes de permeacdo in vitro; EC= estrato
cérneo e PR= pele remanescente.® Diferenca estatisticamente significante entre os grupos; p<0,05.
(n=5)

A formulacdo Pem OEPA conferiu uma penetracdo de 64,91 + 11,35 pg/cmz?
de dilapiol no EC e 105,20 + 11,74 pg/cm? na PR (pele total 170,12 + 19,26 pg/cm3).
Por outro lado, Nano OEPA apresentou valores de penetracao de dilapiol de 47,50 +
15,04 pg/cm2 no EC e 86,83 + 10,74 pg/cm? na PR (pele total 134,33 + 25,02
pg/cm2),

Era esperado que a nanoemulséo tanto por ter controlado menos a liberagéo
do dilapiol, quanto por conter diversos promotores de absorcdo cutanea em sua
composicdo, que reconhecidamente alteram temporariamente a estrutura e fungéo
de barreira do EC (KOGAN; GARTI, 2006), iria propiciar uma maior absorcéo
cutdnea do ativo. Apesar disso, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p>0,05) entre os valores de dilapiol permeado a partir de ambas as formulacgdes
desenvolvidas.

E estabelecido que a porcdo hidrofilica do Pemulen® tende a intumescer
imediatamente quando em contato com a superficie cutdnea e com os sais contidos
na pele, promovendo uma rapida liberagdo do conteudo oleoso do emulgel (TEGELI

et al.,, 2011). Esse fenbmeno pode fazer com que Pem OEPA apresente um
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comportamento diferente de liberacdo do OEPA em contato com a pele, quando
comparado ao perfil exibido nos testes realizados com membranas inertes. Desta
forma, a rapida liberacdo do 6leo em consequéncia da interacdo da formulacdo com
a pele deve possibilitar que uma maior quantidade de OEPA esteja disponivel para
permeacdo. Tal fenbmeno pode ser o responsével por promover uma consideravel
permeacdo do dilapiol a partir do emulgel polimérico, tornando sua capacidade de
promover deposicdo de dilapiol nas camadas da pele semelhante ao conferido pela
nanoemulséo.

Assim, surpreendentemente, esse trabalho indica que uma formulacdo de
obtencdo mais simples, como o emulgel de Pemulen®, pode conferir efeitos
semelhantes em termos de promocédo de liberacdo de ativos para os tecidos
cutaneos, quando comparada a uma formulacdo um pouco mais complexa, cara e
de dificil transposicdo de escala, como é uma nanoemulsdo. Seria, portanto, uma
alternativa relativamente simples para o estabelecimento de uma alternativa
farmacéutica utilizando o OEPA.

Entre as diversas propriedades do OEPA e dilapiol, pode-se destacar a
atividade antifingica destes compostos. O direcionamento preferencial do dilapiol
para camadas mais profundas da pele, conferido pelas duas formulacdes sugere a
utilizacdo de ambas para o tratamento de doencas que acometam a EP, como as
infeccbes fungicas superficiais.

Ferreira et al. (2016) avaliou a atividade antifungica do dilapiol isolado e
OEPA com a mesma composi¢cdo do que foi utilizado no presente estudo, contra
fungos dermatofitos. O valor de CIM determinado para T. rubrum e T.
mentagrophytes foi de 500 pug/mL, tanto para o OEPA quanto para o dilapiol isolado.
Considerando os valores estabelecidos por Holetz et al. (2002), o OEPA é
classificado com atividade antimicrobiana moderada contra estes micro-organismos.

Para possibilitar a correlagédo entre a CIM e a concentragdo de dilapiol
depositada no tecido cutaneo, foi realizada uma extrapolacdo dos dados de
permeacdo. Considerando que a area difusional da célula de Franz utilizada é
circular (1,5 cm?), o volume da pele que esteve em contato com a formulac&o foi
estimado. Para isso, foi considerada a espessura da pele de aproximadamente 0,1
cm. Desta forma, foram obtidos resultados expressos em pg/cms3, sendo

equivalentes a pg/mL.
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A partir dessa correlagdo, Nano OEPA acumula na pele uma concentragéo de
1343,30 = 250,20 pug/mL de dilapiol, enquanto Pem OEPA apresenta acumulo de
1701,21 + 192,58 pg/mL. Comparando com a CIM determinada por Ferreira et al.
(2016), as formulacbes desenvolvidas seriam eficientes contra T. rubrum e T.
mentagrophytes, uma vez que Pem OEPA proporciona uma quantidade de dilapiol
quase 3,5 vezes maior que a CIM necessaria para os fungos citados, e Nano OEPA
acumula mais que duas vezes 0 minimo necessario.

Essa correlacéo realizada ndo é exata e ndo pode ser considerada absoluta,
visto que a pele pode apresentar variacbes em sua espessura. Além disso, 0s
valores de permeacéo in vivo podem diferir dos valores obtidos in vitro, ndo havendo
dados suficientes para estabelecer uma correta correlagcdo. Ainda assim, este
calculo fornece dados que contribuiriam para um melhor direcionamento de futuros
estudos que proponham o combate desses micro-organismos por via tépica. T.
rubrum e T. mentagrophytes sdo fungos dermatéfitos conhecidos por serem
causadores de infec¢cdes cutaneas, incluindo o Granuloma de Majocci. A terapia
desta patologia inclui altas doses de agentes antifingicos sistémicos por longos
periodos (TIRADO-SANCHEZ; PONCE-OLIVERA; BONIFAZ, 2015), o que pode
levar a uma série de reacbes adversas aos esquemas farmacoterapéuticos,
prejudicando a adesao do paciente ao tratamento.

A terapia antifungica por via topica associada aos esquemas tradicionais de
tratamento pode viabilizar um melhor manejo da terapia, uma vez que surge a
possibilidade de reducdo da dose dos antifingicos sistémicos necesséria para a
erradicacdo do agente causador da doenca. Essa estratégia propicia a reducédo da
ocorréncia de reagfes adversas relacionadas ao medicamento, otimizando a terapia
e aumentando a aceitagédo do paciente (CRAWFORD; HOLLIS, 2007).

Para avaliacdo do dilapiol contido no meio receptor, aliquotas foram coletadas
a cada hora, durante 6 horas. Os dados obtidos estdo expostos na Figura 28, onde
observa-se que apenas a partir da hora 4 foi possivel quantificar o marcador em
todas as replicatas por meio de CLAE-UV. O dilapiol nédo foi identificado em todas as
amostras nos momentos hora 1, 2 e 3. Nos momentos 4 e 5 horas, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre Nano OEPA pH 55 e Pem OEPA
(Figura 28). Apenas para os dados coletados na sexta hora foi encontrado valor de
p<0,05, indicando diferenca estatistica entre os grupos (14,43 + 1,70 ug e 18,47 +

3,42 g, na devida ordem), indicando que Pem OEPA foi capaz de promover maior
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quantidade de dilapiol ao meio receptor da célula de Franz e o resultado esta de
acordo com o observado anteriormente em termos de retengéo cutanea de dilapiol a

partir das duas formula¢cdes desenvolvidas.
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Figura 28 Dilapiol quantificado no meio receptor ao longo de 6 horas (n=5). 2 Diferenca estatistica
significante entre os dois grupos (p<0,05).
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6 CONCLUSAO

As formulacdes desenvolvidas apresentam-se como potenciais candidatos
para veiculacdo do O6leo essencial de Piper aduncum no que diz respeito a
permeacdo cutanea do dilapiol, visto que foram capazes de liberar concentragbes
adequadas do ativo até o seu local de acdo. Além disso, as formulacdes séo
constituidas por componentes de baixa toxicidade para a pele, viabilizando a
aplicacao topica dos produtos desenvolvidos.

A nanoemulsdo apresentou-se menos instavel que o emulgel. Os resultados
obtidos nos estudos de estabilidade preliminar sugerem mudangas nos envases
primarios, com a utilizacdo de embalagens herméticas ou que utilizem vacuo.
Também sugerem alteracdes nas condi¢des climaticas de armazenamento, como 0
uso de refrigeracdo. Essas medidas poderiam solucionar problemas observados,
mais especificamente quanto ao decaimento do fitoativo dilapiol e alteracbes de pH
das formulacfes elaboradas.

Por fim, o estudo indicou que uma formulacdo mais simples, como é o caso
do emulgel de Pemulen®, por apresentar mecanismos de interacdo ainda pouco
explorados, pode conferir efeitos semelhantes em termos de promocao de
permeacdo de ativos para 0s tecidos cutaneos, quando comparada a uma
formulacdo um pouco mais complexa, de tecnologia mais cara e de dificil
transposicdo de escala, como é uma nanoemulsao, o que é positivo na viabilizacao
econbmica do uso do Oleo essencial de Piper aduncum no tratamento de

dermatofitoses.
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