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ESTUDO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE HIDROGEL CONTENDO
B-CARIOFILENO NANOEMULSIONADO

RESUMO

O B-cariofileno é um composto presente no 6leo de diversas espécies
vegetais, como as copaibeiras, e sua atividade frente a cicatrizacdo cuténea ainda
ndo esta elucidada. O objetivo deste estudo foi produzir um hidrogel contendo
pB-cariofileno nanoemulsionado, e avaliar os perfis de liberagdo/permeacéo cutanea
in vitro e a atividade cicatrizante in vivo. Para a nanoemulsdo empregou-se um
homogeneizador a alta pressdo, e para o hidrogel, disperséo direta com Natrosol®.
As formulacBes foram caracterizadas de acordo com o tamanho de goticula, PDI,
potencial zeta e teor (CG/MS). Nos estudos de liberagcdo/permeacdo cutanea
utilizou-se células tipo Franz. No estudo da atividade cicatrizante, empregou-se 0
modelo de feridas dorsais em ratos Wistar, avaliando o tamanho das lesdes,
marcadores de atividades anti-inflamatdria, antioxidante e analise histoldgica,
durante 12 dias. Ap0s caracterizadas, as formulac6es desenvolvidas apresentaram-
se estaveis durante 60 dias. No estudo de permeacdo cutdnea, observou-se que o
B-cariofileno puro nédo foi capaz de atravessar o estrato corneo da pele. Ndo foram
observadas diferengas significativas entre as formulagbes na quantidade de
B-cariofileno retido na derme, sugerindo haver uma situacdo de saturacdo. O
estudo de liberacdo indicou maior cedéncia do B-cariofileno a partir da forma
nanoemulsionada do que do hidrogel derivado. No estudo da atividade
cicatrizante, o fechamento inicial da ferida foi alcancado em menos tempo no
grupo tratado com o hidrogel contendo B-cariofileno nanoemulsionado (GHNp),
indicando um efeito anti-inflamatério nesta formulacdo. Ja a analise histoldgica
indicou que o GHN apresentou resultados semelhantes ao do grupo controle

positivo (Dersani®), mostrando-se eficaz para a reparacdo tecidual cutanea.

Palavras-chave: p-cariofileno; Cicatrizagdo cutanea; Hidrogel; Nanoemulsao.






STUDY OF HEALING ACTIVITY OF HYDROGEL CONTAINING
B-CARYOPHYLLENE NANOEMULSIFIED

ABSTRACT

B-caryophyllene is a compound present in the oil of many plant species,
such as copaibeiras, and the healing activity is still being studied. The objectives
of this study was to produce a hydrogel containing [-caryophyllene
nanoemulsified and to evaluate the in vitro release and permeation profile, and the
in vivo healing activity, yet unexplored. For the nanoemulsion, a high pressure
homogenizer was used, and for the hydrogel, direct dispersion with Natrosol®. The
formulations were characterized according to droplet size, PDI, zeta potential and
content (GC/MS). In the release/permeation studies, Franz type cells were used.
The study of the healing activity, the dorsal wound model was used in Wistar rats,
evaluating lesion size, markers of anti-inflammatory and antioxidant activities, and
histological analysis, for 12 days. After characterization, the formulations
developed were stable for 60 days. In skin permeation study, was observed that the
pure B-caryophyllene was not able to cross the stratum corneum. No significant
differences were observed between the formulations in the amount of
B-caryophyllene retained in the dermis, suggesting a saturation condition. The
release study indicated higher yield of B-caryophyllene from the nanoemulsion
form than from the derived hydrogel. In the study of healing activity, the initial
closure of the wound was achieved in less time in the group treated with the
hydrogel containing B-caryophyllene nanoemulsion (GHNp), indicating an anti-
inflammatory effect in this formulation. The histological analysis indicated that
GHNB presented similar results that of the positive control group (Dersani®),

proving to be effective for cutaneous tissue repair.

Keywords: -caryophyllene; Wound Healing; Hydrogel; Nanoemulsion.
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INTRODUCAO







A utilizacdo de plantas medicinais para fins terapéuticos é descrita desde os
primordios da civilizacdo. O conhecimento popular sobre o uso e a eficacia de
especies vegetais em desordens do organismo contribui de maneira decisiva na
divulgacdo de seus efeitos bioldgicos, ainda que em muitos casos, ndo sejam
completamente conhecidos seus constituintes quimicos (MACIEL, 2002).

O Dbeta-cariofileno (p-cariofileno, BTC ou trans-cariofileno) € um
sesquiterpeno biciclico presente naturalmente no 6leo essencial de diversas
plantas, como por exemplo, Cannabis sativa (RUSSO, TAMING, 2011; SILVA et
al., 2011), Copaifera sp. (VEIGA-JUNIOR, PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al.,
2007), Cordia verbenaceae (MICHIELIN et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012)
e outras espécies vegetais. Um breve levantamento de informacgdes em literatura
sobre o efeito deste composto revelou importantes aplicacdes etnofarmacolégicas,
e aos poucos, suas atividades vém sendo comprovadas por meio de estudos
cientificos. Dentre os efeitos comprovados destacam-se atividades anti-
inflamatoria (ABBAS et al., 2013; PAULA-FREIRE et al., 2014), antitumoral
(KUBO et al., 1996; DI SOTTO et al., 2010; AMIEL et al., 2012), antimicrobiana
oral (MOON, KIM, CHA, 2011), assim como agdo contra os parasitas causadores
da doenca de Chagas e da leishmaniose (LEITE et al., 2013; SOARES et al.,
2013). H& também estudos que relatam o efeito de cicatrizacdo cutaneo do 6leo de
copaiba (Copaifera sp.), que apresenta [-cariofileno como componente
majoritario. Segundo o0s pesquisadores, a atividade cicatrizante pode estar
diretamente relacionada ao efeito anti-inflamatério, entretanto, os resultados
encontrados na literatura s&o controversos (BRITO et al., 1998; PAIVA et al.,
2002; VIEIRA et al., 2008; MOURA-ESTEVAO et al., 2009). A possibilidade de
obter o B-cariofileno isolado e a caréncia de estudos aprofundados abrem novas
perspectivas para a investigacdo da atividade cicatrizante deste composto.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhado no desenvolvimento de
nanoemulsdes a base de 6leo de copaiba (Copaifera multijuga) com interesse para
o0 tratamento topico de inflamag¢6es. Em um primeiro momento, foi desenvolvido e
validado um método para quantificacdo de p-cariofileno em nanoemulsdes,

utilizando microextracdo em fase sélida (SPME) e cromatografia gasosa com
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deteccdo por ionizacdo de chama (CG/FID) (DIAS et al., 2012). Em um estudo
subsequente, foi otimizada a preparacdo das nanoemulsdes por homogeneizacao a
alta pressdo (DIAS et al., 2014), seguido da incorporacdo em hidrogéis (LUCCA,
2013). Mais recentemente, foi desenvolvido e validado um método para a
quantificagdo de p-cariofileno nas camadas cutaneas utilizando headspace e
cromatografia gasosa acoplado a um detector de massas (CG/MS) (LUCCA et al.,
2015). Lucca e colaboradores (2015) também verificaram que a partir da
nanoemulsdo contendo o 6leo de copaiba, o B-cariofileno foi capaz de permear até
a derme, enquanto que a partir do 6leo bruto, o composto ficou retido apenas no
estrato corneo, destacando, assim, a importancia do sistema nanoemulsionado na
permeacao cutanea deste composto.

Embora o B-cariofileno possua grande aplicabilidade na terapéutica, este €
caracterizado pelo carater lipofilico, apresentando um coeficiente de particdo (log
P) de 6,78 + 0,25, tornando pouco agradavel a aplicacdo direta sobre a pele
(VEIGA-JUNIOR, PINTO, 2002). A associacdo deste Oleo a estruturas
nanoemulsificadas tende a melhorar a sensacdo sobre a pele, além de permitir
maior permeacdo das moléculas através da pele, e até mesmo, formar um sistema
de deposito nas camadas cutaneas, devido ao reduzido tamanho de goticula e a alta
area superficial (MASON, WILKING, MELESON, 2006; SHAKEEL et al.,
2007).

As nanoemulsdes, contudo, apresentam baixa viscosidade, sendo necessario
0 espessamento, por exemplo, em um hidrogel. Este apresenta aspecto sensorial
agraddvel e ndo apresenta afinidade pelo ndcleo oleoso da nanoemulsdo,
facilitando assim, sua liberacdo da matriz polimérica (ZHU et al., 2009).

Dessa forma, tendo em vista os aspectos abordados, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e caracterizar um hidrogel contendo [-cariofileno
nanoemulsionado e avaliar o efeito cicatrizante desta formulacdo em modelo
animal (in vivo), bem como tracar os perfis de liberacdo e permeacdo cutanea (em
diferentes condicdes de lesdes) in vitro do composto quando aplicado diretamente

sobre a pele, e também na forma nanoemulsionada e espessada em hidrogel.
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OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

e Produzir e caracterizar um hidrogel contendo p-cariofileno
nanoemulsionado e avaliar o efeito cicatrizante desta formulagdo em

modelo animal (in vivo).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade de preparacdo da nanoemulsdo contendo
B-cariofileno, com base em formulagdo ja otimizada para o 6leo de

copaiba, em trabalho anterior;

e Avaliar a influéncia da incorporacdo da nanoemulsdo contendo
B-cariofileno em hidrogel em relagdo ao teor de marcador e

estabilidade da formulacgéo, realizando acompanhamento por 60 dias;

e Auvaliar a permeacdo/retencdo cutanea (em diferentes condicGes de
simulagéo de lesdo) e liberacdo in vitro do B-cariofileno, a partir das
formulacbes (nanoemulsdo incorporada e ndo incorporada em

hidrogel), empregando célula de difusdo vertical do tipo Franz;

e Auvaliar o efeito de cicatrizagdo in vivo do B-cariofileno puro e o
mesmo nanoemulsionado e espessado em hidrogel, empregando o

modelo animal de feridas dorsais e ratos Wistar.
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REVISAO DE LITERATURA







Este topico abordara uma revisdo de literatura acerca dos principais temas
discutidos ao longo desta dissertacdo, como 0s aspectos gerais e as atividades
biolégicas do p-cariofileno, estrutura da pele e anexos cuténeos, permeacdo
cutanea de farmacos, nocdes sobre feridas, processo de cicatrizacdo e a

importancia do emprego de nanoemulsdes e hidrogéis na area farmacéutica.
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1. p-cariofileno

O pB-cariofileno (Figura 1) é um hidrocarboneto volatil, de férmula
molecular CisH24, que apresenta um odor picante de madeira, coloragdo levemente
amarelada e fracamente solGvel em &agua (SKOLD et al., 2006). E um
sesquiterpeno biciclico presente naturalmente no 6leo essencial de diversas
plantas, como Cannabis sativa (RUSSO, TAMING, 2011; SILVA et al., 2011),
Copaifera sp. (VEIGA-JUNIOR, PINTO, 2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2007),
Cordia verbenaceae (MICHIELIN et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2012),
Eugenia caryophyllata (CHAIEB et al., 2007), Piper nigrum L. (POLITEO, JUKI,
MILO, 2006), Zingiber nimmonii (SABULAL et al., 2006), dentre muitas outras
especies vegetais. Apesar de apresentarem em sua composicdo B-cariofileno em
seus 6leos brutos, a concentragdo do composto difere de espécie para espécie e
familia botanica, assim como, da influéncia de fatores climaticos e nutricionais do
solo (CASCON, GILBERT, 2000; REIS, MARIOT, STEENBOCK, 2004).

CHs,

Figura 1. Estrutura quimica do B-cariofileno

Devido as suas caracteristicas organolépticas, o B-cariofileno tem sido
comumente empregado pelas industrias alimenticia e cosmética como flavorizante
e aromatizante em produtos, e desde a decada de 30, vem sendo utilizado na
fixacdo de fragrancias em perfumes e produtos de higiene pessoal (SKOLD et al.,
2006).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados com este composto,

revelando importantes propriedades farmacoldgicas de interesse clinico. Dentre as
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atividades biologicas pesquisadas no ambito cientifico destaca-se uma potente
acao anti-inflamatoria no tratamento de doencas e dores cronicas (MARTIN et al.,
1993; GHELARDINI et al., 2001; CHO et al., 2007; FERNANDES et al., 2007,
GERTSCH et al., 2008; LIMA et al., 2012; ABBAS et al., 2013; PAULA-FREIRE
et al., 2014). O seu mecanismo de acdo ainda estd sendo elucidado, entretanto,
suspeita-se que composto seja capaz de bloquear as ciclo-oxigenases (COX-1 e/ou
COX-2), mecanismo semelhante ao dos anti-inflamatérios né&o-esteroidais
(AINES) (GOMES et al., 2007). Segundo Gertsch e colaboradores (2008), tal
molécula apresenta também uma interacdo agonista com 0s receptores
canabindides tipo 2 (CB2).

O p-cariofileno também tem demonstrado atividade antitumoral (KUBO et
al., 1996; DI SOTTO et al., 2010; AMIEL et al., 2012) frente a linhagens celulares
de hepatdcitos, células gastricas e cervicais escamosas (JUN et al., 2011). Um
estudo realizado por Legault e Pichette (2007) verificou um sinergismo citotoxico
do composto associado com Paclitaxel®, medicamento antineoplasico utilizado no
tratamento do cancer de mama e carcinoma de ovario. Ja Yang e colaboradores
(2015) verificaram um potencial antimelanogénico do B-cariofileno quando este
foi administrado diretamente em células epiteliais de camundongos com
melanoma.

Outras aplicagbes biologicas sdo relatadas na literatura, como acéo
anestésica local com efeito semelhante ao da procaina (mas inferior a morfina)
(GHELARDINI et al., 2001) e atividade contra os patdgenos Trypanosoma cruzi e
Leishmania brasiliensis, agentes causadores da doenca de Chagas e leishmaniose,
respectivamente, sugerindo uma alternativa ao tratamento tradicional, que
atualmente conta com a administracdo oral de benzonidazol e antiménio
pentavalente, que apresentam elevados efeitos adversos (LEITE et al., 2013;
SOARES et al., 2013). Também, destaca-se a a¢do antimicrobiana oral sinérgica
do B-cariofileno com o eugenol, contra bactérias do género Streptococcus sp. oral,
capazes de reduzir a incidéncia cariogénica (MOON, KIM, CHA, 2011). Uma
pesquisa realizada por Gelmini e colaboradores (2013), observou atividade

antiproliferativa em lesbes cutaneas em portadores de psoriase com eczema
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recalcitrante, apresentando baixos efeitos adversos e uma melhora clinica frente a
terapia farmacoldgica convencional, na qual sdo utilizados corticosteroides e
analogos da vitamina D.

Alguns estudos realizados por pesquisadores brasileiros revelaram um
efeito de cicatrizacdo cutdneo do 6leo de copaiba (Copaifera sp.) (PAIVA et al.,
2002; MOURA-ESTEVAO et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2012), no qual o
B-cariofileno é o composto majoritario em diferentes espécies (C. multijuga, C.
langsdorffii, C. cearensis, C. reticulata, C. duckei e C. pubiflora), e a
concentracdo pode variar de 30 a 64% (BARBOSA et al., 2012). Um estudo in
vivo realizado por Paiva e colaboradores (2002) revelou um progresso
significativo na cicatrizacdo de feridas utilizando 6leo de copaiba (Copaifera
langsdorffi). Moura-Estevéo e colaboradores (2009) relataram uma aceleragéo na
reparacdo tecidual de retalhos cutdaneos em ratos Wistar tratados com oleo de
copaiba da espécie C. langsdorffi, e Nogueira e colaboradores (2012) observaram
um aumento da proliferacdo celular in vitro utilizando o mesmo 6leo. Contudo,
ndo ha ainda estudos que relacionam diretamente o efeito de cicatrizagdo ao [3-
cariofileno e, na maioria das vezes, os estudos etnofarmacoldgicos prevalecem
sobre os estudos experimentais.

Cabe destacar neste contexto que, em 2005, foi introduzido no mercado
brasileiro o primeiro fitomedicamento com base tecnoldgica totalmente nacional, o
Acheflan®, produzido pela industria farmacéutica Aché. Este medicamento possui
indicacdo anti-inflamatoria, de uso tdpico, cujo principio ativo é o a-humuleno,
também chamado de a-cariofileno. Este € um dos componentes do 6leo essencial
extraido da Cordia verbenacea, planta utilizada pela medicina popular com
propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, anti-ulcerogénicas,
antirreumaticas e analgésicas (CALIXTO, 2005; NATERCIA, 2005). Em um
estudo realizado por Perini e colaboradores (2015), os pesquisadores utilizaram
este fitomedicamento em feridas de ratos Wistar, a fim de verificar a atividade
cicatrizante. Ao final do estudo, foi observado que o Acheflan® acelerou o
processo de cicatrizacdo, aumentando a angiogénese e o remodelamento dérmico,

estimulando a producéo das fibras de colageno. Os autores salientaram que novos

33



estudos deveriam ser realizados, visto que o produto comercial apresentava néo
somente a-cariofileno, mas também P-cariofileno e outros compostos em baixas
concentrac@es, principalmente a dificuldade de se realizar uma separacéo total
destes compostos. Dessa forma, ndo foi possivel inferir se a atividade cicatrizante
do medicamento foi devido a algum componente especifico ou ao 6leo de Cordia
verbenacea.

Por outro lado, Brito e colaboradores (1998) relataram em seu estudo que a
utilizacdo do 6leo de copaiba (Copaifera sp.) em feridas cutaneas de ratos Wistar
apresentou um aumento no tamanho da crosta das lesfes e presenca de escarras
com perda de pelos em torno da ferida. Para Vieira e colaboradores (2008), a
utilizacdo do dleo de C. langsdorffi influenciou de maneira negativa o processo de
cicatrizagéo.

Apesar de todos os estudos empregarem Oleos de diferentes espécies
vegetais para o delineamento de seus experimentos, ndo ha subsidios capazes de
inferir ou atribuir o efeito cicatrizante a este componente, pois na maioria dos
estudos citados, os pesquisadores ndo realizaram uma analise para determinar
exatamente 0s componentes presentes nos 6leos utilizados. Ressalta-se ainda que a
presenca de outros compostos existentes pode apresentar influéncia sinérgica ou
antagbnica a atividade de interesse. Também, diferentes espécies de plantas
sintetizam Oleos brutos com diferentes concentracdes de componentes. Dessa
forma, ndo ha ainda estudos cientificos suficientes que demonstrem a atividade
cicatrizante do B-cariofileno. A possibilidade em se obter o composto isolado e a
caréncia de estudos aprofundados abriram novas perspectivas para investigar se tal
sucesso na atividade apresentada em estudos prévios com oéleos vegetais €

decorrente a0 composto em estudo.

2. Pele: Estrutura e processo de permeacdo de farmacos

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, constituindo 16% do
peso corporal. Além de revestir e proteger a superficie externa do corpo, possui
papel imprescindivel no controle da temperatura corporal, percep¢do sensorial,

aspectos estéticos, absorcdo de radiagdo ultravioleta (UV), sintese de vitamina D,
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entre outras funcionalidades (HARRIS, 2003; RIBEIRO, 2010; SOBOTTA,
2013). E um dos tecidos que mais sofrem transformacgdes com o avancar da idade,
levando ndo sé a alteragfes no sistema tegumentar, como também, na imunidade
celular, refletindo no estado fisico e emocional do individuo. Manter a integridade
cutdnea é de extrema importancia na preven¢do das mais diversas doencas que
afetam o organismo (NETTINA, 2013).

A pele é classificada como pilosa, que reveste maior parte do corpo; glabra,
presente na palma das médos e planta dos pés; e orificial, encontrada entre a pele
pilosa e as mucosas (MICHALANY, MICHALANY, 2002). A espessura cutanea
depende da area do corpo, sendo mais espessa em regifes sujeitas a pressdo e
atritos constantes. Morfologicamente, a pele é constituida por trés camadas
basicas: epiderme, derme e hipoderme (HARRIS, 2003; RIBEIRO, 2010;
SOBOTTA, 2013).

A epiderme é caracterizada por uma complexa estrutura constituida por
diferentes camadas de queratindcitos e células epiteliais estratificadas, que
sofreram diferenciacdo celular a medida que migraram da camada basal para a
superficie da pele (MORETTO et al., 1999; RIBEIRO, 2010). A estrutura
epidérmica é formada por cinco estratos. O primeiro deles é o basal ou
germinativo, no qual originam as demais camadas que formam a epiderme, e é
nesta regido em que se observa a maior proliferacdo celular. O segundo estrato € o
espinhoso, formado por varias camadas de células achatadas e coesas entre si,
chamadas de células de Malpighi. O terceiro estrato € o granuloso, ricamente
composto por lipidios e proteinas, apresentando também, granulos proteicos
provenientes da camada espinhosa. O quarto estrato é o lucido, presente em
regides onde ndo ha presenca de foliculos pilosos, como na palma das maos e na
planta dos pés, e é formado por uma camada de células achatadas, ricas em
granulos de querato-hialina. O estrato corneo é a Ultima camada da epiderme,
resultado final do processo de diferenciacdo celular pelo qual passam o0s
queratindcitos, e atua como uma importante barreira para o0 organismo frente ao
ambiente. E constituido por células escamosas, achatadas, anucleadas e com

citoplasma rico em queratina, chamadas de corneocitos (LIN et al., 1998;
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MORETTO et al., 1999; RIBEIRO, 2010). Estdo presentes na epiderme também
as células de Langerhans, que atuam como apresentadoras de antigenos aos
linfocitos T (LIN et al., 1998).

A derme, segunda camada da pele, esta localizada logo abaixo da epiderme
e acima da hipoderme. E formada por um tecido resistente e elastico, que
proporciona resisténcia fisica ao corpo frente a agressdes mecanicas, fornece
nutrientes e sustentacdo a epiderme, e abriga os apéndices cutaneos, vasos
sanguineos e linfaticos, mastdcitos, fibroblastos, dentre outras estruturas. A derme
é dividida em duas regibes: a papilar (logo abaixo da epiderme) e a reticular
(abaixo da regido papilar). A primeira delas é menos espessa, rica em fibroblastos
e tecido conjuntivo frouxo, constituida essencialmente por colageno tipo Il e
vasos sanguineos de menor calibre. J& a camada reticular é formada por cadeias
entrelacadas de colagenos tipo | e tipo Il1, além de apresentar vasos sanguineos de
maior calibre, associados a matriz extracelular, formada por glicosaminoglicanos,
proteoglicanos e glicoproteinas (WEINSTEIN, BOUCEK, 2003; SOUZA,
VARGAS, 2004; WOLFF et al., 2011). O principal componente fibroso da derme
é¢ o colageno, responsavel pela resisténcia tensional da estrutura cutanea
(WEINSTEIN, BOUCEK, 2003). Na pele adulta, a quantidade de colageno
presente na derme é de, aproximadamente, 90% do tipo | e 10% do tipo IlI
(BRINK, STALLING, NICOLL, 2005). Estima-se que haja uma reducdo em cerca
de 1% ao ano da biossintese, e da quantidade total de colageno, a partir da vida
adulta. A producdo e deposicdo desta fibra exercem papel imprescindivel no
processo de cicatrizacdo, uma vez que a modulacdo, migracdo e proliferacdo
celular garantem a eficacia do processo de reparo cutdneo (CUTTLE et al., 2004;
BRINK, STALLING, NICOLL, 2005). A elastina ¢ outra importante proteina
presente na derme, sendo o principal componente proteico das fibras elésticas, e
encontram-se entrelacadas com as fibras colagenas tipo | e tipo 111 (WEINSTEIN,
BOUCEK, 2003).

Na derme encontram-se também os apéndices cutaneos, como as glandulas
sudoriparas (responsaveis pela secrecdo de suor e equilibrio homeostatico),

glandulas sebaceas (responsaveis pela excrecdo de um oOleo com funcdo de
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hidratacdo e barreira hidrorrepelente), foliculos pilosos (responsaveis pela
formacéo de pelos e cabelos) e unhas (funcdo protetora da extremidade dos dedos)
(RIBEIRO, 2010; SOBOTTA, 2013).

A Ultima camada da pele € a hipoderme, formada basicamente por
adipdcitos e sua espessura varia conforme a constituicdo fisica de cada individuo.
Além disso, a hipoderme mantém a temperatura do corpo e acumula energia para o
desempenho das funcdes bioldgicas (MORETTO et al., 1999; RIBEIRO, 2010;
SOBOTTA, 2013).

O processo de absorcao cutanea descreve a passagem de compostos atraves
da pele, sendo dividido em trés fases: penetracdo (entrada de uma substancia em
uma das camadas da pele), permeacdo (passagem de uma substancia de uma
camada para outra) e reabsorcdo (absor¢do no sistema circulatério e posterior
distribuicdo tecidual). Dependendo das caracteristicas do farmaco, este podera
ficar retido em alguma camada especifica da pele, ou entdo ser absorvido e ir para
a corrente sanguinea. Entretanto, existem desafios para esta via de administracéo,
ja que o estrato cérneo € uma importante barreira micrométrica que regula a
passagem de agentes externos, tornando-se, assim, um passo limitante da
penetracdo cutanea (CROSERA, BIVENZI, MAINA, 2009; CEVC, VIERL, 2010;
PROW et al.,, 2011; BOLZINGER et al.,, 2012; SOARES et al.,, 2015). A
permeacdo cutanea de um farmaco ndo depende apenas de suas propriedades
fisico-quimicas, mas também do seu comportamento junto ao veiculo
farmacéutico e da condicdo da pele (ALLEN JR, POPVICH, ANSEL, 2013).

3. Feridas e processo de cicatrizagdo cutaneo

Quando a integridade tegumentar é rompida, seja por fatores fisicos,
quimicos ou bioldgicos, a superficie do tecido fica exporta, e dessa forma, ha a
formacdo de uma leséo, também chamada de ferida (GOGIA, 2003). Esta leséo
pode ser causada por agentes extrinsecos, a partir de incisbes cirurgicas,
ferimentos acidentais, zonas de pressao e isquemia externa; ou intrinsecos, a partir
de infeccOes, alteracdes vasculares, isquemias internas, defeitos metabolicos e
neoplasias (MENEGHIN, VATTIMO, 2003).
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As feridas podem ser classificadas em quatro grandes grupos. Quanto a
profundidade, uma ferida pode ser denominada superficial ou epidérmica, na qual
apenas a epiderme € lesionada; de espessura parcial, onde a epiderme e parte da
derme séo atingidas, incluindo foliculos capilares e as glandulas sudoriparas; ou de
espessura total, quando ha destruicdo de todas as camadas cutdneas, podendo
atingir 0ssos e muasculos (GOGIA, 2003; MENEGHIN, VATTIMO, 2003; ISAAC
etal., 2010).

Quanto ao tempo de evolugdo a cura, as feridas podem ser classificadas
como agudas, oriundas de eventos traumaticos, com ruptura de vasos sanguineos,
porém de rapida hemostasia; ou crénicas, caracterizadas por lesGes de longa
duracdo e dificil cicatrizacdo. Nas feridas crénicas, verifica-se um desvio do
processo de cicatrizacao fisiologico, devido a algum quadro infeccioso ou irritacdo
local recorrente (ISAAC et al., 2010). Ulceras diabéticas, arteriais e por pressio,
sdo exemplos, e devem ser tratadas como um grande problema de salde publica.
De acordo com Mustoe, Oishaughnnessy e Kloeters (2006), nos Estados Unidos,
este problema afeta inimeros pacientes, principalmente os idosos, gerando um
gasto de bilhdes de dolares ao ano. Os autores destacam também o elevado
namero de lesdes de pele causadas por neoplasias, doencas cardiovasculares e
diabetes.

Quanto ao contetdo microbiano, as feridas podem ser denominadas como
limpas ou assépticas, quando as lesdes sao formadas atraves de incisdes cirurgicas,
em ambiente isento de micro-organismos patogénicos; limpas contaminadas,
quando as lesdes sdo formadas em ambientes com pouca contaminacdo ou Sao
tratadas em até 6 horas ap0s o trauma; contaminadas, quando as feridas ja estdo
colonizadas com uma quantidade consideravel de micro-organismos; ou
infectadas, quando as feridas ja estdo contaminadas com micro-organismos e
apresentam intensa reacdo inflamatdria, destruicdo de tecidos, exsudato purulento
e odor caracteristico (GOGIA, 2003).

Por fim, as feridas podem ser classificadas quanto a sua etiologia, podendo
ser acidentais ou traumaticas, quando provocadas por descuido com instrumentos

cortantes, perfurantes e lacerantes; intencionais ou cirargicas, quando causadas
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com um propdsito terapéutico; patoldgicas, através de lesbes secundarias a uma
determinada doenca; iatrogénicas, decorrente de procedimentos ou tratamentos
médicos; ou provocados por fatores externos, como a aplicacdo continua da
pressdo exercida pelo peso do corpo, friccdo, cisalhamento e umidade (GOGIA,
2003; MENEGHIN, VATTIMO, 2003).

Um tipo especial de feridas que desperta grande cuidado dos profissionais
da salde sdo as queimaduras. Dados da Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP)
revelaram que ha em torno de um milhdo de queimaduras por ano no Brasil
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURAS, 2016), sendo as criangas as
mais afetadas, representando a quarta maior causa de Obito infantil. Estas leses
cutaneas sdo provocadas por fontes de calor, eletricidade, substancias quimicas ou
radiacdo, e tornam-se perigosas principalmente quando afetam as camadas mais
profundas da pele (SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURAS, 2016). As
queimaduras graves, extensas e profundas levam a destruicdo da epiderme, derme
e tecidos subcutaneos. Desta maneira, 0 organismo fica exposto a uma série de
agressores presentes no ambiente, 0 que pode comprometer a recuperacdo
espontanea da pele e, em muitas vezes, pode levar o paciente a 6bito. Sabe-se que,
dependendo da gravidade da lesdo, o tempo de internacdo para a reparagdo do
tecido lesionado eleva ainda mais o0s custos para o sistema de satde (PASE et al.,
2012).

Além das feridas crbnicas e queimaduras, outras doencas de pele oferecem
sérios riscos aos pacientes, como as dermatoses inflamatorias, psoriase e eczema.
Estes quadros sdo provocados por respostas exacerbadas das células do sistema
imune na pele. Na Gltima década, foi descoberto que os queratinécitos da epiderme
sdo células altamente ativas nas fases aguda e cronica da inflamagdo cuténea por
meio da agdo de citocinas (ALBANESE, PASTORE, 2010). Para tanto, a
descoberta de novos farmacos capazes de diminuir a inflamacdo tecidual e
melhorar a regeneracdo podem melhorar a qualidade de vida destes pacientes. De
acordo com Velacchi e colaboradores (2012), as despesas totais com gastos na
cicatrizacdo deficiente de feridas inflamatdrias crénicas podem comprometer de

2-4% das despesas destinadas a saude em todo o mundo.
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Para reestabelecer a homeostase tecidual, o organismo promove
naturalmente um mecanismo de reparacdo. O processo de cicatrizacdo (Figura 2)
é composto por 5 etapas, caracterizado por um complexo processo que envolve
fenbmenos quimicos, fisicos e biologicos (MANDELBAUM, DI SANTIS,
MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; ISAAC et al.,
2010).
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Figura 2. Representacéo do processo de cicatrizagéo de feridas relacionando o nimero relativo das
principais células envolvidas nas 5 etapas do processo de reparo tecidual (Adaptado de ISAAC et al., 2010)

A primeira etapa, chamada de ‘coagulacdo’, acontece imediatamente apés a
formacéo da lesdo. O rompimento do endotélio vascular estimula a deposicédo de
plaquetas sobre a ferida e a ruptura das membranas celulares liberam substancias
vasoconstritoras, principalmente tromboxano A2, que promovem a hemostasia e
evitam a hipovolemia. Desta forma, € iniciada a cascata de coagulacédo, seguido da
formacdo de um coagulo de fibrinogénio (convertido posteriormente em fibrina
pela enzima trombina), cobrindo as bordas da lesdo. Também, as plaquetas
ativadas liberam grénulos contendo fatores de crescimento (Tabela 1) que
estimulam a producdo de fibroblastos e aumentam o recrutamento de

polimorfonucleares e mononucleares para o local da lesio (MANDELBAUM, DI
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SANTIS, MANDELBAUM, 2003; CAMPOS, BORGES-FRANCO, GROTH,

2007; ISAAC et al., 2010).

Tabela 1. Principais citocinas e fatores de crescimento envolvidos no processo de cicatrizagdo

Citocinas

Células produtoras

Funcéo

TNF-a
(Fator de necrose tumoral alfa)

TGF-a
(Fator de transformacéo de
crescimento alfa)

TGF-B
(Fator de transformacéo de
crescimento beta)

PDGF
(Fator de crescimento derivado
de plaguetas)

VEGF
(Fator de crescimento derivado
do endotélio vascular)

EGF
(Fator de crescimento
epidérmico)

FGF
(Fator de crescimento de
fibroblastos)

KFF
(Fator de crescimento de
queratinécitos)
IL-1
(Interleucina-1)

IFN-y
(Interferon gama)

Mondcitos e linfocitos

Matriz extracelular da ferida
Plaquetas e matriz extracelular

da ferida

Plaquetas

Queratindcitos e macréfagos

Plaguetas e macréfagos

Macréfagos, células
endoteliais e fibroblastos

Fibroblastos

Macréfagos, mondcitos,

fibloblastos, células dendriticas,

linfocitos B e células
Natural killer

Macréfagos

* Estimula a proliferacdo de
fibroblastos®:23
*Agente quimiotatico para
neutrofilos e macréfagos®

* Estimula a proliferacdo celular e
reepitelizagdo®23

* Estimula a proliferacdo de
fibroblastos e formacéo do tecido
de granulagio®?

* Agente quimiotatico para
neutrofilos, mondcitos e
fibroblastos®
* Estimula a proliferacéo de
fibroblastos e producdo da matriz
extracelular?®

* Estimula a angiogénese e
proliferagdo de células endoteliais’-2

* Agente quimiotatico para
fibroblastos e queratindcitos23
* Estimula a proliferacdo de
fibroblastos e queratindcitos?

* Agente quimiotatico e estimula
a proliferacdo de fibroblastos e
queratindcitos’-23
* Potente fator antigénico®

* Agente quimiotatico e estimula
a proliferacdo de fibroblastos®?2

* Estimula a proliferacédo de
fibroblastos2®

* Diferencia¢do de mondcitos em
macréfagost23

Legenda: 'BROUGHTON, JANIS, ATTINGER, 2006; 2CAMPOS, BORGES-BRANCO, GROTH, 2007; *ISAAC et al., 2010

A segunda etapa, chamada de ‘inflamacdo’, é caracterizada pela presenca
de 4 sinais (dor, calor, eritema e edema) e estd intimamente ligada a etapa de
coagulacdo. O objetivo desta fase € impedir a entrada de agentes agressores, assim

como promover a limpeza do tecido lesionado. A resposta inflamatoria é imediata,
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iniciada com a vasodilatacdo e o0 aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia de leucdcitos para a regido da ferida. Os neutréfilos sdo
as primeiras células a chegarem ao local da lesdo, atraidos pelo fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e aderem-se a parede do endotélio
mediante ligagdo as selectinas. Os neutrofilos, também, produzem radicais livres
que auxiliam na destruicdo de corpos estranhos e micro-organismos, e Sao
gradativamente substituidos por macrofagos. Estes possuem papel fundamental no
término do desbridamento iniciado pelos neutrdfilos, assim como na secregédo de
mais citocinas e fatores de crescimento, que contribuirdo na etapa de proliferacéo
celular (MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003; CAMPOS,
BORGES-FRANCO, GROTH, 2007).

Os linfécitos sdo direcionados a lesdo aproximadamente uma semana apos
0 inicio do processo de cicatrizacdo, e sdo responsaveis pela resposta imunologica
especifica, bem como no recrutamento de mais macrofagos ao tecido lesionado.
Além das células inflamatdrias e das citocinas, a fase inflamatdria conta com o
importante papel na formacédo da fibronectina, uma glicoproteina produzida pelos
fibroblastos, que une o coagulo de fibrina (produzido na etapa de coagulacdo), as
integrinas celulares, colageno e heparina presentes na derme, com o intuito de
manter a adesdo das células que compBem a matriz extracelular. A fibronectina
também apresenta propriedades quimiotaticas para leucécitos e promove a
opsonizacdo de corpos estranhos e bactérias (MANDELBAUM, DI SANTIS,
MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005, CAMPOS,
BORGES-FRANCO, GROTH, 2007; ISAAC et al., 2010).

A terceira etapa do processo de cicatrizagdo € a ‘proliferacdo’, responsavel
pelo fechamento da ferida. Esta fase € dividida em fibroplasia, angiogénese e
reepitelizacdo. A primeira é caracterizada pela migracdo e proliferacdo dos
fibroblastos a lesdo, por meio da retroalimentacdo positiva de neutrofilos,
macrofagos e citocinas presentes na fase inflamatoria. Os fibroblastos sdo células
fusiformes com nucleo eliptico que constituem a maior quantidade de células do
tecido conjuntivo, e sdo responsaveis pela sintese de proteoglicanos, fibronectina,

elastina, laminina e colageno, sendo esta a proteina mais abundante nos seres
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humanos e o principal componente da pele, responsavel por sua estrutura e
resisténcia. E composto por uma fita tripla helicoidal de trés cadeias polipeptidicas
de glicina, prolina e lisina, sendo encontrados dois tipos na matriz dérmica: o tipo
| e o tipo Ill. O colageno tipo | esta localizado principalmente na derme reticular.
Ja o colageno tipo Ill, em sua maioria, estd localizado na derme papilar.
Entretanto, na ferida ha, ao contrario da derme integra, uma maior proporcdo de
coldgeno tipo Il em relagdo ao tipo I (MANDELBAUM, DI SANTIS,
MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Com o aumento da quantidade de fibroblastos e da producdo de colageno
no local da lesdo, a matriz extracelular comeca a ser substituida por um tecido
conjuntivo mais forte e elastico. Na fibroplasia também ha a formacéo do tecido
de granulacdo, composto de macrofagos, fibroblastos e vasos sanguineos
neoformados, suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, acido hialurdnico
e colageno. Este tecido é edematoso, avermelhado, e a olho nu, parece conter
granulos, embora sejam apenas as extremidades dos vasos recém-formados
(MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA,
CURI, 2005; CAMPOS, BORGES-FRANCO, GROTH, 2007; ISAAC et al.,
2010).

Concomitantemente com a fibroplasia, ocorre a angiogénese. Esta fase €
estimulada por diversos fatores de crescimento e é caracterizada pela migracéo de
células endoteliais a lesdo para a formacéao de capilares sanguineos, essenciais para
uma cicatrizagdo adequada. Esta etapa possui essencial fungdo no transporte de
gases e nutrientes as células metabolicamente ativas durante todo o processo de
reparo tecidual (MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003;
BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; ISAAC et al., 2010).

A (ltima etapa da fase de proliferacédo é a reepitelizacéo, responsavel pela
reestruturacdo das funcdes epidérmicas que foram danificadas em decorréncia a
formacdo da lesdo. Dessa forma, o0s estratos de queratindcitos presentes na
primeira camada cutanea sdo reorganizados. Este processo envolve inumeros
fatores de crescimento e é estimulado pelo chamado efeito da vizinhanca livre,

fenbmeno este que proporciona a migracdo e proliferacdo das células
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(principalmente fibroblastos e queratindcitos), a partir da perda da interacdo com
as células vizinhas, e assim, adquirem propriedades mitoticas latentes, movendo de
uma direcdo a outra, através de uma “tragdo invisivel”. A migracdo celular cessa
pelo contato entre as células epidérmicas recém-formadas. Na auséncia de lesdo,
as células epiteliais ficam sob o efeito do chamado efeito de inibicdo por contato
(MANDELBAUM, DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA,
CURI, 2005; ISAAC et al., 2010).

Ao final da etapa de ‘proliferacdo’, o leito da ferida esta totalmente
preenchido pelo tecido de granulacdo, a circulacdo € restabelecida pela
neovascularizacdo e a rede linfatica estd regenerada. Lentamente o tecido de
granulacdo é enriquecido com mais fibras colagenas (BALBINO, PEREIRA,
CURI, 2005; ISAAC et al., 2010).

A quarta etapa, penultima do processo de cicatrizagdo, € chamada de
‘contragdo da ferida’, caracterizada pelo movimento centripeto das bordas da
lesdo, formando uma cicatriz primaria. Neste contexto, os miofibroblastos
presentes na derme ligam-se as fibras de colageno de maior espessura puxando-as
em direcdo a eles, estimulados pelo TGF-B ¢ PDGF. Deste modo, quanto maior o
namero de fibras, maior sera a contracdo da ferida (MANDELBAUM, DI
SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; ISAAC
etal., 2010).

Por fim, a etapa final do processo de cicatrizagdo é a ‘remodelagem’ que
envolve a deposicdo das fibras de colageno na matriz extracelular, reestabelecendo
a conformacdo tecidual de origem, embora, dependendo da profundidade da leséo,
poderd haver a formacdo de uma cicatriz perceptivel. Esta etapa é responsavel pela
diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema, reabsorcdo de agua, diminuicdo
da neovascularizagdo e aumento da espessura da cicatriz (MANDELBAUM, DI
SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005; ISAAC
et al., 2010). Durante a remodelagem ocorre a diminuicdo da atividade celular e do
numero de vasos sanguineos, além de perda do ndcleo dos fibroblastos, levando a
maturacdo da cicatriz (ISAAC et al., 2010). O nimero de células diminui, mas

aumenta a sintese e producdo de colageno do tipo I. Com a evolugédo do processo,
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acentua-se a deposicdo de colageno e a maioria das células (tanto inflamatorias,
quanto proliferativas) desaparecem, sendo observada apoptose de fibroblastos e
células endoteliais (BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005).

Embora todas as 5 etapas do processo de cicatrizacdo sejam didaticamente
apresentadas separadamente em uma sequéncia ldgica, a reparacdo tecidual €
dindmica e possui todas as fases interdependentes, que ocorrem maneira
simultanea, envolvendo fenémenos fisioldgicos, bioquimicos e celulares (ISAAC et

al., 2010), conforme apresentadas na Figura 3.

ETAPAS 7 Fibrina 7 Fibronectina
1 COAGULACAO
2 INFLAMACAO |Inicial Tardia /- EspessuraParcial » Espessura Total
3 EPITELIZACAO Suturada _/
3 FIBROPLASIA

3 ANGIOGENESE

4 CONTRACAO
DALESAO

REMODELACAO —

DO COLAGENO

5

0> | 3 10 30 100 Tempo (@)
Figura 3. Representacdo gréfica da sobreposicdo das 5 fases do processo de cicatrizagdo
(ISAAC et al., 2010)

A partir da Figura 3 é possivel verificar que o processo de coagulacdo é
iniciado imediatamente apds a formacdo da ferida, juntamente com o processo
inflamatorio agudo, com o envio de mondcitos, macréfagos e neutréfilos ao local
do ferimento. No 2° dia, ha a migracdo de anticorpos e linfécitos T e B. O
processo inflamatorio € encerrado apds, aproximadamente, 7 dias, com a reducéo
dos mediadores e células inflamatdrias. Os processos de proliferacdo e contracdo
da ferida sdo iniciados no 1° e 2° dias, repectivamente. Dependendo da
profundidade e extensdo da lesdo o amadurecimento do coldgeno recém-
sintetizado pelos fibroblastos presentes na derme, pode comecar no 5° dia,

podendo estender-se até 100 dias apos a formacdo da lesédo.
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A cura de uma ferida esta diretamente relacionada a diversos fatores que
influenciam o processo de cicatrizacdo, podendo ser locais, envolvendo condigdes
intrinsecas a lesdo, como eritemas, edemas, hematomas, infec¢des locais, presenca
de corpos estranhos ou tecido necrotico, e ressecamento da ferida; ou sistémicos,
que envolvem a idade do individuo, estado nutricional, doencas crénicas,
tabagismo, etilismo, alteracbes circulatorias e de coagulacdo (MANDELBAUM,
DI SANTIS, MANDELBAUM, 2003; BALBINO, PEREIRA, CURI, 2005;
CAMPOS, BORGES-FRANCO, GROTH, 2007; ISAAC et al., 2010; OLIVEIRA,
DIAS, 2012).

Durante o processo de reparo tecidual, é necessario manter a ferida livre de
micro-organismos, pois a presenca destes impede que o0 processo de cicatrizacao
seja concluido. Deve-se evitar trauma mecanico ou quimico e preservar
especialmente o tecido de granulacdo. E indicado realizar a limpeza dos
ferimentos sempre com solucdo fisioldgica 0,9%, por ser estéril, segura, pronta
para uso e de facil aquisicdo. Apos a limpeza, é necessario utilizar um curativo,
capaz de impedir condi¢BGes de traumas fisicos e quimicos. Dentre os curativos
disponiveis no mercado farmacéutico, destacam-se aqueles contendo acidos graxos
essenciais, hidrocoléides, alginato de sddio, carvdo ativado e sulfadiazina de prata
(OLIVEIRA, DIAS, 2012).

Dependendo do grau da leséo, pode ser necessario realizar o desbridamento
da ferida, ou seja, remover tecidos necroticos, exsudatos, fragmentos, bactérias e
residuos, através de quatro métodos: cirdrgico, autolitico (curativos contendo
hidrogéis, hidrocoloides e alginatos), mecanico (utilizando gazes e lavagens a jato
de solucdo fisioldgica 0,9%) ou enziméatico (medicamentos tdpicos contendo

colagenase, papaina ou uroquinase) (OLIVEIRA, DIAS, 2012).

4. Sistemas nanoemulsionados

Durante muito tempo, a pele era considerada uma barreira impermeavel,
entretanto, este conceito foi aos poucos sendo modificado e, atualmente, séo
reconhecidos diferentes graus de permeabilidade cutanea (PRISTA, ALVEZ,

MORGADO, 2003). As nanoemulsdes s&o consideradas uma interessante
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alternativa para a administragdo topica de diferentes tipos de farmacos e
biomoléculas. Estes sistemas sdo definidos como dispersdes nanometricas de
goticulas oleosas contidas em uma fase aquosa externa, estabilizada por um
sistema tensoativo. S&o caracterizados como sistemas liquidos, de baixa
viscosidade, aspecto leitoso e tamanho de goticula inferior a 1 um, embora na area
farmacéutica, aceitam-se goticulas entre 50 e 500 nm. As nanoemulsdes
apresentam também caracteristicas sensoriais agradaveis, alta capacidade de
espalhabilidade e hidratacdo, além de facilitar a penetracéo de ativos pela estrutura
cutdnea (SONNEVILLE-AUBRUN, SIMONNET, L’ALLORET, 2004; TADROS
et al., 2004).

Neste tipo de sistema, as moléculas veiculadas estdo preferencialmente
dispersas e/ou adsorvidas no nucleo oleoso da nanoestrutura, que corresponde de
5-30% da composicdo da formulacéo, e vem atraido a atencdo nos ultimos anos
como uma forma farmacéutica promissora e vantajosa para a incorporagdo de
farmacos com baixa solubilidade em meio aquoso (SONNEVILLE-AUBRUN,
SIMONNET, L’ALLORET, 2004; TADROS et al., 2004; GUTIERRIEZ et al.,
2008). Devido ao reduzido didmetro de goticula, este sistema permite a formacao
de um sistema de deposito uniforme de ativos sobre pele, promovendo assim, 0
aumento da permeacdo transdérmica (SILVA et al., 2009; KHURANA, JAIN,
BEDI, 2013). Segundo Alves e colaboradores (2007) e Sakulku e colaboradores
(2009), nanoemulsdes que visam aplicacdo cutanea devem apresentar tamanho de
goticula entre 100-300 nm.

Na literatura sdo encontrados diversos estudos que empregam
nanoemulsGes pela via tdpica. Nestes trabalhos, os pesquisadores incorporaram
6leos vegetais e/ou farmacos no ndcleo oleoso destes sistemas, e verificaram
efeitos terapéuticos superiores a administracdo convencional, reduzindo
consideravelmente os efeitos adversos dos compostos. Faiyazuddina e
colaboradores (2009) nanoemulsionaram o 6leo essencial do capim-limao
(Cymbopogon citratus) e verificaram um efeito anti-acne superior ao tratamento
padrdo com clindamicina. Sakulku e colaboradores (2009) observaram um potente

efeito repelente contra mosquitos Aedes aegypti de nanoemulsdes contendo 6leo
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de citronela (Cymbopogon nardus). Ja Dolgachev e colaboradores (2016) e Fan e
colaboradores (2016) verificaram efeito antimicrobiano de nanoemulsdes contendo
0 composto NB-201 em queimaduras, melhorando o processo de cicatrizagéo.

Oleos de origem vegetal e semi-sintéticos sdo amplamente empregados no
desenvolvimento de nanoemulsdes com interesse terapéutico. Sob o ponto de vista
tecnologico, 6leos contendo triglicerideos de cadeia média (TCM), caracterizados
quimicamente como ésteres de trés &cidos graxos, com 8 a 12 atomos de carbono,
unidos a uma molécula de glicerol, sdo os mais empregados para compor a fase
interna de nanoemulsdes, devido a alta capacidade de solubilizagcdo de compostos
lipossoluveis (FRONZA, CAMPOS, TEIXEIRA, 2014; PRIMO et al., 2006).

Outro fator de extrema importancia no desenvolvimento de um sistema
nanoemulsionado é a escolha do tensoativo (OLIVEIRA, 2008). Preferencialmente
escolhem-se tensoativos hidrossollveis para a estabilizacdo da interface 6leo/agua
(O/A), visto que o contetdo aquoso apresenta maior quantidade na formulacéo
(KOMMURU et al., 2001). Entretanto, para uma melhor estabilidade do sistema,
sdo empregados misturas de tensoativos lipo/hidrofilicos para melhor equilibrio de
ambas as fases. A utilizacdo de tensoativos ndo-iénicos, como o Span® (ésteres de
sorbitano) e o Tween® (ésteres de sorbitano polietoxilados), prevalecem aos
tensoativos anidnicos (éter sulfatos de alquila e alquil sulfosuccinatos) e catidnicos
(quaternarios de amonio) por produzirem emulsdes mais estaveis e menos toxicas
que a maioria dos tensoativos ionicos (ACOSTA, 2008).

O método de preparacdo de nanoemulsdes € determinante para a definicéo
de suas propriedades fisico-quimicas e do diametro das goticulas. Atualmente ha
varios métodos de producdo descritos na literatura, do qual destaca-se a
homogeneizacéo a alta pressdo. Este método fisico é capaz de obter nanoemulsdes
monodispersas com reduzido didmetro de goticula, tanto em escala industrial
quanto laboratorial, embora em algumas condi¢bes experimentais, causam
aquecimento da amostra e requerem 0 emprego de equipamentos especificos
(ALMEIDA, TEIXEIRA, KOESTER, 2008).

A homogeneizacdo a alta pressdo é um método baseado na geracdo de

energia mecanica através de alta tenséo de cisalhamento (ALMEIDA, TEIXEIRA,
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KOESTER, 2008). A preparacdo por esta técnica ocorre geralmente em duas
etapas. Primeiramente, as fases aquosa e oleosa sdo preparadas separadamente
(podendo ou ndo serem aquecidas) e emulsionadas através do uso de
homogeneizadores de alta velocidade, obtendo uma emulsdo grosseira com um
tamanho de goticula micrométrico. Em uma segunda etapa, o didmetro de goticula
da emulsdo priméaria é progressivamente reduzido até valores nanométricos,
compreendidos entre 100 a 300 nm, através da utilizacdo de homogeneizadores a
alta pressédo (BIVAS-BENITA et al., 2004; ALMEIDA, TEIXEIRA, KOESTER,
2008).

Apos o preparo de qualquer emulsdo, estas podem sofrer alteracGes que
dependem do tempo e da temperatura de armazenamento, podendo levar a
instabilidade do sistema, evidenciada pelos fendmenos de cremagem, floculagéo
e/lou coalescéncia (PRISTA, ALVEZ, MORGADO, 2003). A cremagao ocorre
quando as goticulas tendem a subir para a superficie ou sedimentar na fase externa
da formulacédo, devido a grande diferenca de densidade das fases. A floculacéo
acontece quando goticulas menores se unem a goticulas maiores, em formato de
flocos. Ja a coalescéncia é um fendmeno irreversivel que ocorre quando ha unido
de goticulas e hd a ruptura da interface dos tensoativos, formando goticulas
maiores, resultando na separacdo total das fases (ALLEN JR, POPVICH, ANSEL,
2013). Por serem termodinamicamente instaveis, o tamanho das goticulas tende a
aumentar com o tempo até coalescer o sistema. Contudo, para manter o tamanho
nanométrico das goticulas, € necessario utilizar tensoativos adequados, a fim de
contribuir para a estabilizacdo estérica entre as goticulas, reduzindo, assim, a
possibilidade de coalescéncia e aumentando a estabilidade do sistema
(FERNADEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004).

Dessa forma, trés caracteristicas fisico-quimicas devem ser analisadas: o
tamanho das goticulas, o indice de polidispersdo e o potencial zeta. O primeiro é
um indicativo de estabilidade, visto que o aumento do tamanho médio das
goticulas pode revelar fendmenos de floculagdo e/ou coalescéncia (ROLAND et
al., 2003; CAMARGO, 2008). A técnica mais utilizada para analisar este

parametro é por espalhamento de luz dindmico e técnicas complementares tém
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sido empregadas para indicar a morfologia, como a microscopia eletronica de
transmissdo (MET) (ALVES et al., 2007).

O indice de polidispersdao (PDI) indica a distribuicdo das goticulas no
sistema. Este parametro € analisado concomitante com o didmetro médio, por meio
de um equipamento de espalhamento de luz dindmico. Valores de PDI inferiores a
0,3 sdo desejados, pois demonstram boa homogeneidade (ALVES et al., 2007;
VARGAS, 2010).

A superficie das goticulas apresenta uma carga elétrica, devido aos
componentes presentes no sistema, denominado potencial zeta. Este esta
diretamente relacionado a repulsdo eletrostatica superficial entre as goticulas
dispersas (ROLAND et al., 2003). Esse parametro € consequéncia da natureza
quimica das moléculas localizadas na interface das fases, frequentemente
originado pela dissociacdo de grupamentos quimicos dos agentes tensoativos
(NETZ, ORTEGA, 2002). Um elevado valor de potencial zeta, em modulo (> = 30
mV), € importante para a estabilidade fisico-quimica da emulsdo, uma vez que
forcas repulsivas tendem a evitar possiveis fendmenos de floculacdo e
coalescéncia do sistema (ROLAND et al., 2003).

5. Hidrogeéis

Os hidrogéis sdo redes macromoleculares tridimensionais de polimeros
hidrofilicos que entumecem em contato com solugdes aquosas e adquirem a forma
de gel, podendo absorver até centenas de vezes a sua massa em agua (PEPPAS et
al., 2009). Sédo classificados em dois grandes grupos: fisicos (reversiveis) ou
quimicos (irreversiveis). Os hidrogéis fisicos (Figura 4a) sdo caracterizados
quando as redes formadas pelos polimeros sdo unidas por clusters (emaranhado de
fibras poliméricas) e por forcas coesivas, como ligacfes de hidrogénio, interacdes
hidrofdbicas e eletroestaticas. Neste caso, a rede polimérica é desorganizada e as
moléculas de &gua devem atravessar o cluster molecular para adquirir a forma
semi-solida (HAMIDI, AZADI, RAFIEI, 2008; PEPPAS et al., 2009). As
interacOes fisicas sdo reversiveis e podem ser rompidas por mudangas em certas

condicbes, como forca ibnica, pH, temperatura e aplicacdo de tensdo de
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cisalhamento. Ja os hidrogéis quimicos (Figura 4b) sdo caracterizados quando a
rede polimérica é unida ordenadamente por ligacGes covalentes através de reacoes
quimicas, aplicacdo de radiacdo sobre as fibras, ou por conversdo de polimeros
hidrofébicos em polimeros hidrofilicos (HOFFMAN, 2002; HAMIDI, AZADI,
RAFIEI, 2008). A rede polimérica € organizada e as moléculas de 4gua tém acesso
facilitado as fibras. As interacdes quimicas séo irreversiveis, isto é, devido a alta
complexidade das rea¢des quimicas envolvidas, os produtos formados ndo podem
voltar ao estado original (HOFFMAN, 2002).

(a) (b)

N\ Rede polimérica
o Molécula de agua

Figura 4. Rede polimérica de hidrogeis fisicos (a) e quimicos (b)

Os hidrogéis sdo considerados biocompativeis devido a sua alta
similaridade com os tecidos do corpo, ja que possuem alto conteldo de agua
(PEPPAS et al., 2009). Uma ampla gama de composicdes poliméricas tem sido
utilizada na producdo de hidrogéis, as quais podem ser classificadas de acordo
como a natureza ibnica (aniénicos, cationicos, anfifilicos e ndo ib6nicos) dos
polimeros (HOFFMAN, 2002; HAMIDI, AZADI, RAFIEI, 2008), conforme
apresentado na Tabela 2.

Os hidrogeis foram os primeiros biomateriais desenvolvidos para uso no
corpo humano. Na década de 50 comecaram a ser realizadas pesquisas
promissoras envolvendo hidrogéis para fins terapéuticos. Em 1953, o0s
pesquisadores Wichterle e Lim, sintetizaram os primeiros géis biocompativeis de
PHEMA®, guimicamente denominados poli(2-hidroxietilmetacrilato)
(WICHTERLE, LIM, 1960). J4 em 1989, Yannas e colaboradores (1989)

recobriram as feridas de pacientes com queimaduras com hidrogéis de polimeros
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naturais (colageno e cartilagem de tubardo), verificando efeito positivo no
processo de cicatrizacdo. No mesmo ano, Rosiak, Rucinska-Rybus e Pekala (1989)
verificaram que o uso de curativos contendo hidrogéis em feridas era benéfico no
processo de restauracao da pele.

A partir de entdo, diversos estudos revelaram importantes aplicagdes destes
sistemas no encapsulamento de microeletrénicos, visando 0 UsO COMO Sensores;
liberacdo controlada de farmacos, proteinas e células; membranas bioseparadoras;
removedores de ions pesados; entre outros (HOFFMAN, 2002).

Tabela 2. Polimeros hidrofilicos utilizados na producéo de hidrogéis

Natureza do Polimero Exemplos
Anibnico Polimeros carboxivinilicos (carb6meros), alginato,
carragenina e sulfato de condroitina
Catibnico Quitosana e polilisina
Anfifilico Gelatina, carboximetilquitina e fibrina
Né&o idnico (Neutro) Derivados de celulose, agarose e dextrano
Poliésteres sintéticos PEG-PLA, PEG-PLGA, PEG-PCL*

*. PEG: polietilenoglicol; PLA: &cido polilactico; PLGA: poli(acido lactico-co-acido glicdlico); PCL.:
policaprolactona.

O emprego de hidrogéis na area farmacéutica tem sido uma interessante
escolha para a administracdo tdpica de ativos, uma vez que apresentam um
elevado teor de &gua, serem facilmente lavavel, e ndo apresentarem aspecto
gorduroso sobre a pele, promovendo, assim, uma maior aceitacdo pelo paciente
(CORREA et al., 2005). Além disso, formulagdes de uso topico contendo um
sistema nanoemulsionado ndo devem apresentar maior afinidade pelo veiculo do
que pela pele. Dessa forma, a incorporacdo em uma base hidrofilica tende a
eliminar esse problema aumentando, também, a liberacdo dos componentes
contidos na matriz do hidrogel (ALVES et al., 2007; BABOOTA et al., 2007,
MOU et al., 2008).
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PARTE EXPERIMENTAL

Estudo da atividade cicatrizante de hidrogel contendo
B-cariofileno nanoemulsionado







O texto completo da Parte Experimental, que no texto completo da
dissertacdo defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as
paginas 69 a 110, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em prepraracéo para
a publicacdo em periodico cientifico. O artigo apresenta os resultados da
producdo e caracterizagdo de uma nanoemulsdo e hidrogel derivado contendo
S-cariofileno. Também sdo apresentados o estudo de permeacdo/retencdo
cutanea, perfil de liberacdo, e a atividade cicatrizante in vivo do marcador

presente nas formulagoes.
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DISCUSSAO







O pB-cariofileno adquirido comercialmente neste estudo apresentou-se
liquido, transparente, brilhante, homogéneo e com notas olfativas amadeiradas. Os
valores da densidade relativa, indice de refracdo, viscosidade e teor, obtidos
experimentalmente, enquadraram-se as especificacbes descritas no laudo do
produto enviado pelo fornecedor, comprovando, dessa forma, a qualidade da
matéria-prima adquirida. Por meio do método de Kovats, foi possivel realizar a
identificacdo dos compostos presentes na amostra, empregando CG/MS
(KOVATS, 1958; VAN DEL DOOL, KRATS, 1963), confirmado como composto
majoritario (83,0%), com teor superior ao descrito no rétulo da embalagem
(< 80,0%). Foram encontrados também tracos de outros compostos, inclusive o
a-cariofileno (o-humuleno), isomero do [-cariofileno. A presenca desse é
decorrente da dificuldade analitica na separacdo de isdmeros frente a analises
cromatograficas, devido a semelhanca estrutural das moléculas (PORTE, PORTE,
OLIVEIRA, 2014).

A nanoemulsdo contendo B-cariofileno produzida neste trabalho foi baseada
em um estudo de otimizacdo (fatorial Box-Behnken) proposto por Dias e
colaboradores (2014), empregando 6leo de copaiba (Copaifera multijuga Hayne).
Apesar da formulacdo ideal apresentada pelos pesquisadores apresentar em sua
composicdo 6leo TCM, este é conhecido como promotor de reparo cutaneo, o que
conduziria a um viés na avaliagdo da atividade cicatrizante do B-cariofileno. Dessa
forma, optou-se em utilizar a formulacdo que apresentou a maior estabilidade e
teor de B-cariofileno na auséncia do dleo fixo. Devido a baixa viscosidade dos
sistemas nanoemulsionados foi necessario espessar as nanoemulsdes com um
polimero de natureza ndo idnica. Os hidrogéis vém sendo utilizados devido ao
elevado teor de 4gua presente no meio, serem facilmente lavaveis, e ndo apresentar
aspecto gorduroso na pele, promovendo assim, uma maior aceitacdo dos pacientes
(CORREA et al., 2005), além de aumentar a liberacdo dos componentes contidos
na matriz do hidrogel sobre a superficie cutanea (ALVES et al., 2007; BABOOTA
etal., 2007; MOU et al., 2008).

As nanoemulsdes contendo p-cariofileno e as mesmas espessadas em

hidrogel, apresentaram-se estaveis sob refrigeracédo (6 + 1°C), durante 60 dias.
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Foram encontradas diferencas significativas entre as formulagdes em relacdo ao
potencial zeta, devido ao ajuste do pH, e ao teor, por meio da diminuicdo da
volatilizacdo das moléculas de p-cariofileno aderidas na interface da rede
polimérica (PAINES et al., 2015).

O estudo de permeacdo/retencdo cutanea in vitro verificou que o
pB-cariofileno isolado, quando aplicado na pele integra, ficou retido apenas na
camada cutanea mais externa (extrato cérneo). Quando este mesmo composto foi
nanoemulsionado, e posteriormente espessado em hidrogel, foi possivel observar
uma maior retencdo no composto em camadas mais profundas (epiderme e derme).
Ao remover 0 estrato coérneo, simulando uma ferida supercial, foi possivel
verificar uma reten¢do maior de B-cariofileno nas camadas cutaneas, inclusive da
versao isoalda. Dessa forma, é possivel afirmar que o estrato corneo é uma grande
barreira para permeacdo de substancias aplicadas topicamente (HADGRAFT,
2004; HADGRAFT, LANE, 2005). Ao remover 0 estrato corneo e a epiderme,
simulou-se uma ferida profunda. Nesta condicdo, diferentemente das anteriores,
ndo foram observadas diferencas significativas na concentracdo de
B-cariofileno retido no tecido dérmico, independente da forma de entrega do
composto (livre, nanoemulsionado e espessado em hidrogel), indicando uma
condicdo de saturacdo dermica do composto pelas células.

O estudo de liberacéo in vitro verificou que a dose aplicada de p-cariofileno
isolado, liberada pela membrana de éster de celulose, foi de 98,16 + 1,96%,
enquanto na forma nanoemulsionada, apresentou uma liberacao, apds 8 horas, de
82,31 £ 1,41%, e quando espessada em hidrogel, apresentou 68,08 * 2,28%. Dessa
forma, destaca-se a influéncia das fibras poliméricas na liberacdo do composto na
formulacdo espessada com hidrogel, embora, em ambas as formulagdes, o perfil de
liberacdo foi bastante semelhante até a 72 hora do experimento.

Ao final, o estudo da atividade cicatrizante in vivo revelou que o
B-cariofileno isolado, 0 mesmo nanoemulsiondado, e posteriormente espessado em
hidrogel, aceleraram o fechamento das feridas (com reducéo da area superficial e
contracdo da ferida), com mecanismo possivelmente relacionado a diminuicdo do

processo inflamatorio agudo, o que pode ser observado com a reducdo da
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concentracdo dos marcadores inflamatérios IL-1, TNF-o, MPO. Devido ao
processo inflamatorio ser integrante da etapa inicial do processo de cicatrizacéo
tecidual, a reducdo destes marcadores indica uma possivel atividade anti-
inflamatoria do B-cariofileno. Os resultados indicaram que com a reducdo da
inflamacdo aguda, o processo de proliferacdo celular iniciou-se mais rapidamente
e com isso, a contracdo da ferida, reestabelecendo, assim, a homeostase cutanea. A
analise histoldgica indicou que o que o grupo tratado com o hidrogel contendo
B-cariofileno nanoemulsionado, apresentou resultados semelhantes ao grupo
controle positivo (6leo Dersani®) se mostrando eficaz para a reparagdo tecidual,
sendo capaz de evitar a irritacdo cuténea, visto com a aplicacéo direta do composto
isolado.

Destaca-se neste trabalho, que os animais tratados com o B-cariofileno, o
mesmo nanoemulsiodado e, o hidrogel de p-cariofileno nanoemulsionado,
demonstraram uma aceleracdo no processo de cicatrizagcdo, quando comparados
aos grupos sem tratamento e 6leo Dersani®. Também, o hidrogel contendo
B-cariofileno nanoemulsionado mostrou-se interessante para o tratamento de
feridas abertas e com risco de contaminacdo, sendo capaz de reduzir a irritacdo

cutanea causada quando o B-cariofileno foi aplicado diretamente sobre as feridas.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS







Ao final deste estudo, foi possivel observar que:

e Apbs os ensaios de caracterizacdo e identificacdo, a amostra de
B-cariofileno isolado adquirido comercialmente apresentou todas as caracteristicas
em conformidade com o descrito no laudo do fornecedor, confirmando assim, a

qualidade da matéria-prima adquirida;

e As nanoemulsfes contendo B-cariofileno e as mesmas espessadas em
hidrogel permaneceram estaveis, nos parametros de teor, potencial zeta, indice de
polidispersdo e tamanho de goticula, apds acompanhamento durante 60 dias, nas

condicOes de armazenamento adequadas;

e A incorporagdo do B-cariofileno em nanoemulsGes possibilitou uma maior
permeacao/retencdo do ativo em pele integra, visto que, a versao isolada nao foi
capaz de atravessar o0 estrato cOrneo, uma importante barreira cutanea. Ao aplicar
as formulacGes diretamente na derme, verificou-se a existéncia de uma
concentracdo méaxima de retencdo, independente da formulacdo aplicada. O ensaio
de liberacdo in vitro do [-cariofileno presente nas formulacgdes, indicou que o
composto apresentou uma cedéncia da forma farmacéutica maior na forma
nanoemulsionada, em comparagdo com a versdo nanaemulsionada e espessada em

hidrogel,

e O pB-cariofileno, o mesmo nanoemulsiondado, e espesso em hidrogel,
acelerou o processo de fechamento das feridas (com reducdo da area superficial e
contracdo da ferida), com mecanismo possivelmente relacionado a diminuicdo do
processo inflamatorio agudo, e protecdo cutdnea em relacdo a irritacdo cutdnea

verificada com a aplicacdo do B-cariofileno isolado;

e Os resultados apresentados neste estudo abrem perspectivas para a
realizacdo de andlises de deteccdo de atividade de colagene, a fim de verificar a
influéncia do composto nas etapas de proliferagdo do processo de cicatrizacao,

assim como, analises complementares da atividade antioxidante.
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APENDICE 1
Estudo de Identificagdo da Amostra de B-cariofileno Isolado







O Apéndice 1 aborda os resultados do estudo de identificacdo da
amostra de p-cariofileno isolado adquirido comercialmente e utilizado neste
trabalho. Foi empregado um cromatografo gasoso acoplado a um detector de
massas (CG/MS) para as andlises, adotando um método tradicional na

identificacdo de 0leos essenciais, o Kovats.
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A amostra de p-cariofileno isolado utilizada neste estudo foi adquirido
comercialmente (Sigma-Aldrich, lote MKBV7867V, validade 24.05.2020). O teor
declarado era superior a 80%, estando descrito no rotulo da embalagem e na ficha
de especificacdo, enviados pelo fornecedor. Além dos testes de caracterizacdo
(caracteristicas fisicas/organolépticas, densidade relativa, viscosidade e indice de
refracdo), descritos na PARTE EXPERIMENTAL desta dissertacdo, foi
realizado um estudo de identificagdo da amostra de B-cariofileno por meio do
método de Kovats.

Este método foi desenvolvido inicialmente em 1958, pelo quimico sueco
Ervin Kovats, o qual baseia-se na injecdo de determinados hidrocarbonetos
(alcanos) com quantidades crescentes de numeros de carbonos em sua estrutura,
em um cromatografo gasoso (CG) sob condig¢bes isotérmicas. Os compostos
eluidos séo detectados e quantificados por um detector de massas (MS), e a partir
de uma equacdo matematica, relacionam-se os tempos de retencdo de cada
hidrocarboneto com o tempo de retencdo dos compostos de interesse presentes na
amostra. O valor encontrado a partir desta equagdo é chamado de Indice de Kovats
(IK). Em 1963, Van den Dool e Kratz, adaptaram a técnica proposta por Kovats,
modificando as condig¢des isotérmicas do forno de aquecimento, para um aumento
gradativo da temperatura, rigorosamente controlada. A relacdo dos valores dos
tempos de retencdo dos alcanos injetados no CG, com a amostra de interesse sdo
expressos a partir de uma outra uma equacgio matématica, chamada de indice de
Van der Dool e Kratz (IVDK) ou indice de Retencdo com Programagcao Linear de
Temperatura (LPTRI). As diferencas entre as equacfes matematicas empregadas
para o IK e o LTPRI, estdo na retirada da escala logaritmica (presente no IK) e dos
tempos de retencdo (ajustados no LTPRI). Embora o IK tenha sido modificado por
Van den Dool e Kratz, a literatura especializada usualmente continua chamando a
técnica como método de Kovats adaptado, expressando os valores através do
LPTRI (KOVATS, 1958; VAN DER DOOL, KRATZ, 1963; MUHLEN, 2009).

Apesar da tecnica ter sido publicada no final da decada de 50, é utilizada
por muitos pesquisadores atualmente, considerado eficaz, seguro e seletivo na

separacdo e identificacio de compostos presentes em Oleos essenciais,
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empregando CG/MS (VIEGAS, BASSOLI, 2007; MUHLEN, 2009). E importante
destacar que um mesmo valor de LPTRI pode representar diversas moléculas,
devido ao tempo de retencdo destas substancias serem semelhantes entre si. Dessa
forma, para identificar compostos com a maxima certeza e credibilidade, o valor
do LPTRI deve estar associado aos fragmentos dos ions expressos no espectro de
massas. Dessa forma, para comprovar a identidade da molécula, o LPTRI e o
espectro de massas devem corresponder aqueles descritos na literatura
especializada, como espectrotecas, livros e compéndios (KOVATS, 1958;
VIEGAS, BASSOLI, 2007; MUHLEN, 2009).

Para a analise da amostra de p-cariofileno isolado, neste estudo foi utilizado
um CG (5975C, Agilent Technologies, Califérnia, USA) acoplado a um detector
de massas quadrupolo (Agilent Technologies, Califérnia, USA), com auto-
amostrador (CombiPal®, PALSystem, Zwingen, SWI), pertencente ao Laboratério
de Toxicologia (LABTOXI), coordenado pela Profa. Dra. Renata Pereira
Limberger, do departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Para este estudo foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida DB-5
(5% fenil/95% dimetilpolisiloxano) (30 m X 0,25 mm X 0,25 mm). A temperatura
do forno de aquecimento foi programada de 60°C até 300°C com incremento de
3°C.min%, totalizando uma corrida de 80 minutos. As temperaturas do injetor e da
interface foram, respectivamente, de 220°C e 300°C. Foi empregado hélio (He)
(99,999% de pureza) como gas de arraste sob pressdo constante de 1,0 mL.min.
Foi injetado o volume de 1 pL de uma solug¢dao de B-cariofileno a 2% (v/v) em
hexano, no modo splitless. No detector MS, as temperaturas do quadrupolo e da
fonte de ions foram, respectivamente, de 150°C e 230°C. A energia de ionizagédo
foi de 70 eV e o software utilizado para a analise dos espectros de massas foi 0
GC/MS Data Analysis Software. Previamente foram injetados no CG/MS padroes
de alcanos (Ce a C2.) para calibracdo dos equipamentos.

Para a obtencdo do LPTRI, utilizou-se a seguinte equagdo (VAN DER
DOOL, KRATZ, 1963):
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tr(a) — tR(n)
R+ — LR(n)

LPTRI = 100n.100

Onde:

LPTRI: Indice de Reten¢o com Programacio Linear de Temperatura

tr( o) Tempo de retencdo (min) da amostra

tz(n): Tempo de retengdo (min) do hidrocarboneto correspondente a amostra

tr(n+n: Tempo de retengdo (min) do hidrocarboneto seguinte aquele correspondente a amostra
n: Numero de carbonos do hidrocarboneto correspondente a amostra

Para a identificacdo dos componentes, foram comparados os LPTRI e 0s
espectros de massas obtidos experimentalmente com o banco de dados do software
GC/MS Data Analysis Software e com a literatura especializada (ADAMS, 2007).

O cromatograma da amostra de B-cariofileno em estudo (Figura 1),
apresentou a formacdo de duas regides bem definidas. A regido A indicou uma
faixa de tempos de retengédo entre 6,0 a 7,3 minutos, enquanto a regido B, um

intervalo entre 22,6 a 25,8 minutos.
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Figura 1. Cromatograma obtido em CG/MS na amostra de B-cariofileno, por meio do método de Kovats,
apds 80 minutos de corrida cromatografica

Ampliando a regido A do cromatograma da Figura 1, foi possivel observar

a presenca de 6 picos (Figura 2). Estes, foram identificados através do LPTRI
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calculados experimentalmente e com os respectivos espectros de massas (Tabela
1). Os compostos presentes nesta regido apresentaram concentracdes inferiores a
1,0%, e dessa forma, indicam apenas tragos destes na amostra, subprodutos que
ndo foram separados no processo de purificacdo para a obtencdo desta fracéo
enriquecida de p-cariofileno (VEIGA-JUNIOR et al., 2007).
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Figura 2. Cromatograma obtido em CG/MS da regido A, por meio do método de Kovats

Tabela 1. Composicdo quimica da fragdo enriquecida de B-cariofileno obtida por CG/MS, com o0s
respectivos nomes dos compostos, tempos de retenc¢do, indices de retengdo e concentragdes

Pico Tempo de Reten¢do Concentragdo  Indice de Retencéo Nome do composto
(min) (%) (LPTRI)

1 6,054 0,105 960 Thuja-2,4-dieno*
2 6,252 0,473 963 1,4-etil-metil-benzeno™
3 6,351 0,534 964 1,3-etil-metil-benzeno*
4 6,491 0,279 967 1,3,5-¢etil-metil-benzeno™
5 6,747 0,130 976 1,3,4-etil-metil-benzeno*
6 7,237 0,931 994 1,2,3-etil-metil-benzeno*
7 22,525 0,660 1375 a-ylangeno*
8 24,466 83,001 1419 B-cariofileno
9 25,568 0,390 1451 a-himanchaleno*
10 25,818 13,192 1454 a-cariofileno (a-Humuleno)

*: Contém apenas tracos deste composto na amostra
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Ampliando a regido B do cromatograma apresentado na Figura 1, é
possivel observar a presenca de 4 picos (Figura 3), identificados na Tabela 1.
Nesta regido, no pico de nimero 8, encontra-se o B-cariofileno na concentragéo de
83%. Deve-se destacar a presenca de um pequeno pico (nimero 9) ao lado do pico
namero 8, ambos identificados como B-cariofileno. Neste caso, a alta temperatura
prolongada (cerca de 250°C por 24 minutos), a qual a molécula esteve exposta,
possibilitou a formacdo de um fragmento metaestavel, oriundo de rearranjos
moleculares. Este mesmo fragmento ndo é detectado nas corridas convencionais,
pois a temperatura elevada ndo é superior a 7 minutos (SILVERSTEIN,
WEBSTER, KIEMLE, 2005; HOFFMAN, STROOBANT, 2007).
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Figura 3. Cromatograma obtido em CG/MS da regido B, por meio do método de Kovats

O espectro de massas do B-cariofileno é apresentado na Figura 4. O valor
da relacdo m/z (massa/carga) do IM é par e pouco elevado (m/z 204) com
predominancia de picos impares, decorrente de fragmentaces moleculares, o que
infere a auséncia de atomos de nitrogénio. O pico base (m/z 93) indica o fragmento
mais abundante e estavel formado no processo de ionizacdo. Os ions m/z 204, m/z
161 e m/z 133 sd@o qualificadores, pois representam fragmentos Unicos da
identidade do composto. O ion m/z 133 também é diagndstico, responsavel pela
quantificagdo da molécula em um ensaio analitico. O padrdo de fragmentacéo

M-15, M-14 e M-13 indica perdas sucessivas de metila ("CHs) na molécula,
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enquanto M-27, M-28 demonstra perdas de etileno (fCH=CH), assim como €
possivel visualizar rearranjos randémicos de H*, com perdas sucessivas de m/z
+1/-1 dos valores dos picos. Percebe-se a formacgédo de um fragmento com m/z 66
decorrente da reacdo de Retro-Diels-Alder. Através do efeito de ressonancia, pode
haver a formacao de um cluster aromatico, com picos em m/z 105 (ion benzil), m/z

91 (ion tropilio), m/z 77 (céation fenil), m/z 69, m/z 51 e m/z 39 (ion propilio).
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Figura 4. Espectro de massas do B-cariofileno, obtido através de CG/MS

Destaca-se ainda a presenca do isomero de posicdo do P-cariofileno, o
a-cariofileno, na concentracdo de 13%. E conhecida a dificuldade analitica da
separacdo de isémeros frente a analises cromatogréaficas, devido a semelhanca
estrutural das moléculas. Neste estudo, a seletividade do método analitico e dos
equipamentos utilizados, oferece grande separacao entre 0s compostos da amostra,

permitindo sua identificagéo.
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APENDICE 2
Monitoramento dos Parametros de Estabilidade das Formulacdes







O Apéndice 2 apresenta 0 monitoramento de alguns parametros de
estabilidade das formulacdes preparadas, como tamanho de goticula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e teor, a fim de verificar o comportamento das
nanoemulsées contendo [-cariofileno, e da mesma espessada em hidrogel, por um

periodo de 60 dias, armazenadas sob refrigeracéo.
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A estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a
capacidade da formulacdo manter sua identidade quimica, concentracdo, poténcia,
qualidade, pureza e aparéncia fisica inalteraveis, em determinada matriz, durante
um determinado periodo de tempo (BRASIL, 2005). Assim, o estudo de
estabilidade é composto por trés fases: de curta duracdo (ou acelerado), nas quais
sdo empregadas condicGes forcadas de armazenamento, com o propoésito de
monitorar as reacdes de degradagdo e prever o prazo de validade nas condigOes
normais de conservagdo; de longa duracdo, empregando condigbes de
armazenamento ambientes para comprovar o prazo de validade estipulado nos
testes de curta duracdo; e de acompanhamento, empregando condigdes de
armazenamento ambientes a fim de verificar se ndo foi introduzida nenhuma
mudanca na formulagdo ou no processo de fabricagdo que possa afetar
adversamente a estabilidade do produto (CARVALHO et al., 2005; SILVA et al.,
2009).

O processo de acompanhamento da estabilidade de uma formulacdo é um
dos métodos mais eficazes para avaliar, prever e prevenir problemas relacionados
a qualidade do produto farmacéutico durante a sua validade. A seguranca e a
eficacia também podem ser avaliadas, através do monitoramento da formacéao de
produtos de degradacdo, que podem gerar perda da atividade terapéutica, ou até
mesmo provocar toxicidade tecidual (SILVA et al., 2009). Embora as trés fases do
estudo de estabilidade sejam fundamentais nos processos de pré-formulacdo e
controle de qualidade de produtos farmacéuticos, no presente trabalho, foi
realizado apenas um estudo de acompanhamento das formulagdes preparadas,
analisando alguns pardmetros de estabilidade, por um periodo determinado (60
dias).

Neste estudo, foram preparados trés lotes pilotos de nanomemulsdes
contendo B-cariofileno e trés lotes pilotos de hidrogéis contendo estas
nanoemulsfes, cujas composicfes estdo apresentadas na PARTE
EXPERIMENTAL desta dissertacdo. Dessa forma, acompanhou-se o tamanho de
goticula, indice de polidispersdo, potencial zeta e teor de [-cariofileno, nos

intervalos de 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias ap0s a preparagdo das formulacoes,
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armazenadas sob refrigeracdo (6 = 1°C). O tamanho de goticula e o indice de
polidispersdo foram medidos em triplicata por espalhamento de luz dinadmico,
(Zetasizer® Nanoseries ZN90, Malvern Instruments, Worcestershire, RU) a uma
diluicdo de 10 pL da amostra em 10 mL de agua ultrapura. O potencial zeta foi
avaliado em triplicata por espalhamento de luz eletroforético, usando o mesmo
instrumento (Zetasizer® Nanoseries ZN90, Malvern Instruments, Worcestershire,
RU), ap6s diluicdo de 10 pL da amostra em 10 mL em NaCl (1 mM) filtrado a
0,45 um. O teor de B-cariofileno em ambas formulag6es foi determinado conforme
descrito por Lucca e colaboradores (2015).

A determinacdo do didmetro de goticula (¢) é uma anélise fundamental nédo
somente para a caracterizacdo de um sistema nanoemulsionado, como também na
estabilidade, cuja desestruturacdo € manifestada pela fusdo de goticulas, levando
ao fenbmeno de coalescéncia. Em geral, nanoemulsdes contendo maiores
didmetros, entre 200-500 nm, tendem a ser termodinamicamente mais estaveis
(BRUXEL et al., 2012). Analisando a Figura 1, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre o tamanho médio das goticulas presentes nas formulacdes tanto
entre os lotes, quanto no decorrer dos 60 dias de acompanhamento. O diametro
médio encontrado foi de 277 + 1,87 nm para as nanoemulsdes contendo [-
cariofileno, e 284 + 1,43 nm para as mesmas espessadas em hidrogel. Observou-se
que a presenca da rede polimérica (hidroxietilcelulose), ndo afetou de forma
significativa o tamanho das goticulas, apresentando didmetros de goticulas muito
semelhantes entre as duas formulagdes. Ressalta-se ainda, que a escolha e a
concentracdo dos tensoativos Span 80® (lipofilico) e Tween 20® (hidrofilico)
foram fundamentais na manutencdo da tensdo superficial das goticulas, evitando
assim a coalescéncia (BRUXEL et al., 2012; DIAS et al., 2014).
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Figura 1. Acompanhamento do tamanho de goticula das formulacGes contendo B-cariofileno por 60 dias

O indice de polidispersdao (PDI) avalia a distribuicdo do tamanho das
goticulas e a presenca de populacdes com diferentes didmetros em uma
formulacdo. Sabe-se que populagdes unimodais que seguem a distribui¢cdo normal
de Gaus, apresentam maior estabilidade, e consequentemente, baixos valores de
PDI, quando comparados com populagdes bi/multimodais. Alteracbes nestes
valores podem sugerir uma tendéncia a formacdo de agregados, precipitacdo ou
sedimentacdo das goticulas que compBem o sistema (BRUXEL et al., 2012;
SOUZA et al., 2012). Observando a Figura 2, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre o valor do PDI nas formulacdes tanto entre os lotes, quanto no
decorrer dos 60 dias de acompanhamento. O PDI médio encontrado foi de 0,159 *
0,0055 para as nanoemulsdes contendo B-cariofileno, e 0,153 + 0,0080 para as
mesmas espessadas em hidrogel, indicando distribuicdo normal do tamanho das

goticulas, e uma maior estabilidade aos sistemas nanoemulsionados.
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Figura 2. Acompanhamento do indice de polidisperséo (PDI) das formula¢fes contendo
B-cariofileno por 60 dias

O potencial zeta () € um parametro que informa a carga superficial residual
das goticulas em um determinado sistema, estando diretamente relacionado a
repulsdo eletrostatica entre os glébulos dispersos, devido a presenca,
principalmente, dos tensoativos presentes nas formulacGes. Sabe-se que este
potencial é pH dependente, principalmente ao grau de ioniza¢do dos componentes.
A presenca de Oleos fixos tende a ter um efeito favoravel na estabilidade do
sistema, enquanto a adicdo de tensoativos ndo idnicos ndo afeta o potencial de
superficie. O valor do potencial zeta é expresso em mV (milivolt) e quanto maior o
valor (em modulo), mais afastado encontra-se da neutralidade, e assim, maior sera
a repulsdo entre as goticulas, e consequentemente, maior estabilidade do sistema
(BRUXEL etal., 2012; DIAS et al., 2014).

Analisando a Figura 3, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os valores do potencial zeta nas formulagdes tanto entre os lotes, quanto no
decorrer dos 60 dias de acompanhamento. O valor médio do potencial zeta
encontrado foi de -26,41 + 0,40 mV para as nanoemulsdes contendo B-cariofileno,
e -35,72 £ 1,10 mV para as mesmas espessadas em hidrogel, indicando repulséo
entre as goticulas. O valor negativo encontrado é devido as caracteristicas
anionicas do B-cariofileno (LEANDRO et al., 2012). Os tensoativos (Span 80® e
Tween 20®), bem como o agente geleificante (Natrosol®) ndo apresentam

influéncia na carga superficial das goticulas por apresentarem carater ndo ionico.
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Cabe ressaltar que a diferenca nos valores entres as formulagdes era esperada.
Como a nanoemulsdo contendo [B-cariofileno apresentou um pH mais &cido
(~ 4,5), foi necessario um ajuste com NaOH 0,2 M, e esta alteracdo no carater
acido-base aumentou a quantidade de anions no sistema, e consequentemente, o
valor do potencial zeta (SCHAFFAZICK et al.,, 2003; SILVA et al., 2006;
SALLES et al., 2007).
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Figura 3. Acompanhamento do potencial zeta das formulagfes contendo
B-cariofileno por 60 dias

O teor foi outro parametro analisado com a finalidade de analisar a
quantidade de [-cariofileno presente no interior das goticulas do sistema
nanoemulsionado. O acompanhamento deste indicador permite verificar a
estabilidade das formulacdes através da evaporacdo ou permanéncia da molécula
de interesse no nucleo oleoso. Empregou-se uma técnica validada para a
quantificagdo de B-cariofileno em CG/MS, proposta por Lucca e colaboradores
(2015). O ndcleo oleoso presente nas nanoemulsdes do estudo era composto
apenas por goticulas do 6leo de B-cariofileno estabilizadas por uma associagao de
tensoativos lipofilico e hidrofilico.

Um estudo de otimizacdo de nanoemulsGes contendo Oleo de copaiba
(Copaifera multijuga Heyne), proposto por Dias e colaboradores (2014),
demonstrou que formulagbes contendo um 6leo fixo, como o TCM (triglicerideos

de cadeia média) por exemplo, no ndcleo oleoso, apresentaram uma maior
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quantidade de p-cariofileno no interior das goticulas. Entretanto, apesar da
formulacdo ideal apresentar um alto teor de pB-cariofileno na presenca de um 6leo
fixo, este é promotor de cicatrizacdo, e dessa forma, ndo seria capaz de verificar se
tal capacidade de reparacdo tecidual era referente a presenca do 6leo fixo, ou do B-
cariofileno. Assim, optou-se em utilizar a formulacdo descrita por Dias e
colaboradores (2014) que apresentou o maior teor de [3-cariofileno na auséncia do
6leo fixo (formulacéo I).

Analisando a Figura 4, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os valores dos teores tanto entre os lotes, quanto no decorrer dos 60 dias de
acompanhamento. O teor encontrado de B-cariofileno logo apds a preparacdo na
nanoemulsdo contendo o 06leo, e na mesma espessada em hidrogel, apresentaram
valores de 98,64 + 1,67% e 99,02 + 1,98%. Apds acompanhamento, o valor médio
do teor encontrado foi de 72,53 + 1,31% para as nanoemulsées contendo B-
cariofileno, e 80,56 + 1,20% para as mesmas espessadas em hidrogel. A
concentracdo de pB-cariofileno presente nas nanoemulsdes ja era esperada, devido a
auséncia do oleo fixo, e dessa forma, mais moléculas de B-cariofileno foram
volatilizadas durante o processo de preparacdo da formulagdo (DIAS et al., 2014).
Sabe-se ainda, que durante o processo de producdo das nanoemuls6es, pode haver
um aumento na temperatura do homogeneizador a alta pressdo, e com isso
colaborar para a volatizacdo de compostos (DIAS et al., 2014). Apds o processo de
producdo, algumas moléculas de p-cariofileno podem ficar aderidas entre a
superficie das goticulas e os tensoativos, e com o passar do tempo, esta interacdo é
interrompida, sendo volatizadas ao meio externo (GALVAO, 2015). A partir da
Figura 4, é possivel observar que o teor de p-cariofileno é superior nas
nanoemulsdes espessadas em hidrogel, do que aquelas sem espessamento. A rede
polimérica formada pelo Natrosol®, funciona como uma barreira para que as
moléculas aderidas a interface goticula-tensoativo fiqguem adsorvidas e assim, nao
sejam volatilizadas ao meio, o que permite uma maior quantidade de B-cariofileno
ao sistema (LUCCA et al., 2015; PAINES et al, 2015).
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Figura 4. Acompanhamento do teor de B-cariofileno das formulagbes contendo
B-cariofileno por 60 dias

Deste modo, o estudo de acompanhamento da estabilidade permitiu
observar que em ambas formulacGes, armazenadas sob refrigeracdo, mantiveram
suas caracteristicas iniciais ao decorrer de 60 dias. A partir dos resultados, €
possivel inferir que estas formulacdes apresentaram comportamento estavel, com
tamanho de goticula, PDI e potencial zeta compativeis com nanoemulsdes
encontradas em literatura (SCHAFFAZICK et al., 2003; SILVA et al., 2006;
BRUXEL et al., 2012). Também, os teores de -cariofileno nas formulagdes foram
capazes de demonstrar que a presenca da rede polimérica do Natrosol® funcionou
como uma barreira capaz de minimizar a volatilizagdo das moléculas de

B-cariofileno presentes nas formulagdes.
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ANEXO 1
Parecer da CEUA







O Anexo 1 apresenta o parecer de aprovacdo da CEUA (Comissdo de
Etica em Uso Animal) da FURG (Universidade Federal do Rio Grande)

permitindo a realizagéo dos estudos de cicatrizagao in vivo.
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Figura 1. Parecer de aprovacdo emitido pela CEUA/FURG para a realizagdo do ensaio de cicatrizagdo in vivo



