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submetidas a degradagé&o sob luz UV (254 nm).

Valores de coeficientes de correlacdo, considerando diferentes
ordens de reacdo, obtidos a partir das amostras de citral (SQR)
submetidas a degradacéo sob luz UV (254 nm).

Valores das velocidades de degradacédo (K) de citral, obtidos
segundo uma cinética de ordem zero, para o 6leo volatil.

Valores das velocidades de degradacédo (K) de citral, obtidos
segundo uma cinética de ordem zero, para a SQR.

Valores dos diametros dos halos de inibicdao obtidos na
avaliacdo da atividade antifungica do 6leo volatil e de citral,
submetidos a fotodegradacéo, por 16 dias, frente a cepa de C.
albicans ATCC 10231.

Teores de citral nas formulagées ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em
funcdo do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a
7°C+2°C.

Teores de citral nas formulagées ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em
funcdo do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a
25°C £ 2 °C.

Teores de citral nas formulagées ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em
funcdo do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a
40 °C £ 2 °C.

Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo ENIO3,
mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.

Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo ENIO5,
mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.

Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo
ENINCoy, mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.
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Lista de Tabelas

Tabela 4.40 — Comprimento dos pélos (mm), retirados das regides no 12° dia 178
apos a infeccgao.
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Absorbance Units of Full Scale

Concentracéo

Emulséo n&o-ibnica

Emulséo n&o-ibnica com cetoconazol

Emulséo néo-ibnica com suspensédo de NC
Emulsédo nao-ibnica com suspensao de NC contendo 6leo volatil
Emuls&o n&o-ibnica com nistatina

Emuls&o n&o-ibnica com o6leo volatil a 3%

Emuls&o n&o-ibnica com 6leo volatil a 5%

Gel hidrofilico

Gel hidrofilico com 6leo volatil a 5%

Graus de liberdade

Gel lipofilico

Gel lipofilico com dleo volatil a 5%

Isolado clinico

International Fragrance Association

indice de Irritagdo Primaria

indice de Zona

Constante de velocidade de degradacéao
Microscopia Eletrénica de Trasmisséo
Nanocéapsulas

Nanoesferas

Organisation for Economic Co-operation and Development
Substancia quimica de referéncia

Tempo

Tempo de vida util
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Resumo

RESUMO

Palavras-chave: 6leo volatil, Cymbopogon. citratus, citral, formulacdes semi-sélidas,
atividade antifungica, validagéo, estabilidade.

Neste trabalho foram desenvolvidas novas formulacdes contendo o 6leo volatil de C.
citratus (emulsdes e géis) para avaliacao biologica e estabilidade. O éleo volatil, obtido
comercialmente, foi caracterizado em relacdo ao teor de citral, por CG (76%), e sua
atividade antifungica frente a espécies de Candida foi, também, estudada. O 6leo volatil
apresentou atividade frente a todas as espécies de Candida empregadas. A atividade
antifingica do citral, seu principal componente, foi avaliada, obtendo-se resultados
semelhantes. O 6leo volatil foi incorporado em suspensdo de nanocapsulas e os
resultados obtidos na sua caracterizacdo possibilitaram a incorporagao de tais sistemas
em uma base semi-sélida. As formula¢cbes semi-solidas foram avaliadas em relacdo a
suas propriedades fisico-quimicas (caracteres organolépticos, pH, centrifugacédo e
viscosidade) e atividade antifingica in vitro frente a C. albicans e fungos dermatofitos.
As preparacdes apresentaram atividade contra os fungos estudados, inibindo,
totalmente, o crescimento das espécies M. canis e T. rubrum. Em virtude das
caracteristicas apresentadas, as emulsdes foram selecionadas para posterior avaliacdo
da estabilidade, toxicidade dérmica e atividade antifingica in vivo. Adicionalmente, um
novo método de quantificacdo de citral foi desenvolvido e validado, por CLAE. O
método proposto mostrou-se linear, preciso, exato e especifico, e possibilitou quantificar
tal substancia no 6leo volatil, nas suspensdes de nanocapsulas e nas emulsdes semi-
sélidas. A estabilidade fotoquimica do 6leo volétil foi avaliada. Testes acelerados foram
conduzidos com o 6leo volétil e citral, expostos a lampada germicida (254 nm), por um
periodo de 16 dias. A concentracdo de citral nas amostras foi avaliada por CLAE e a
cinética de degradacéao foi, também, estimada. Uma menor velocidade de degradacédo
de citral no 6leo volatil foi verificada. As emulsGes contendo o 6leo volatil foram
estudadas em relacdo a estabilidade térmica, as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.
Verificou-se que o calor interfere na estabilidade do citral, e os produtos foram estaveis
guando armazenados a temperatura de 7 °C, por 180 dias. Ensaios in vivo e in vitro de

toxicidade dérmica foram realizados para as emulsdes, as quais apresentaram grau de
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irritacdo leve nos ensaios em animais. Diferencas foram obtidas nos testes de
citotoxicidade, demonstrando a maior sensibilidade das culturas celulares e sua
aplicacdo no desenvolvimento de novos produtos. Um estudo preliminar pré-clinico foi
conduzido em cobaias para avaliacdo da atividade antifingica in vivo. Apos infeccéo
com cepa patogénica de C. albicans, os animais foram tratados, topicamente, com as
amostras e apresentaram uma melhora das infec¢des, evidenciada pelo crescimento

dos pélos.
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Abstract

ABSTRACT

New pharmaceuticals preparations containing Cymbopogon citratus volatile oil:

formulation and stability studies, and biological activity

Keywords: volatile oil, Cymbopogon citratus, citral, semisolid formulations, antifungal
activity, validation, stability.

In this work, new formulations containing C. citratus volatile oil were developed
(emulsions and gels) and their biological properties and stability were studied. The citral
content in the volatile oil (comercially obtained) was determined by GC (76%), and the
antifungal activity against Candida species was studied. The oil and its major
component, citral, exhibited action against all Candida spp. Nanocapsules suspensions
and semisolid formulations containing C. citratus volatile oil were prepared, and the
physico-chemical properties were evaluated (organoleptic characteristics, pH,
centrifugation test and viscosity). The in vitro antifungal activity against C. albicans and
dermatophytes fungals were evaluated for the semisolid formulations. The growing of
the M. canis and T. rubrum species was totally inhibited by the preparations tested. The
emulsions were selected and their stability, dermal toxicity and in vivo antifungal activity
were evaluated. In addition, a new HPLC method to quantify the citral contents was
developed and validated. The HPLC method showed good performance and
demonstrated to be linear, precise, accurate and sensitive. It could be used to quantify
citral in volatile oil, nanocapsules suspensions and semisolid emulsions. The
photostability of the volatile oil was also evaluated. Accelerated stability tests were
conducted with volatile oil and reference citral. The samples were exposed to germicidal
lamps (254 nm) for 16 days. The content of citral in the samples was determined by
HPLC and the kinetic degradation was estimated. In the volatile oil, the rate of citral
degradation was lower than in the reference citral. The thermal stability of the emulsions
was studied at 7, 25 and 40 °C. It was observed that heat afected the citral stability. The
products were stable at 7 °C for 180 days. In vivo and in vitro tests of dermal toxicity
were conducted. The emulsions containing volatile oil were classified as slightly irritant

in animal tests. Moreover, the in vitro tests showed that the cellular cultures were more
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Abstract

sensitive, and can be applied in the development of the new products. In the in vivo
antifungal activity, a preliminary preclinical study was conducted using guinea pigs. The
animals were infected with pathogenic C. albicans yeast, and after, topically treated with
the formulations. The improvement of the infections was observed and evaluated by
hear growing.
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Apresentacéo

APRESENTACAO

Face aos diferentes métodos experimentais empregados e com o objetivo
de proporcionar uma melhor compreensdo das etapas desenvolvidas, este trabalho
esta apresentado da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos, Revisdo de Literatura,
Parte Experimental, Discussdo Geral, Conclusbes e Consideragcdes Finais. A Parte
Experimental apresenta a descricdo da metodologia, com os resultados e discusséo de
cada método empregado, separadamente. No final, sera apresentada uma discussao

geral de todos os aspectos abordados neste trabalho.
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As investigacfes sobre doencas causadas por fungos em humanos datam
de descobertas realizadas a.C. Possivelmente, um dos primeiros relatos seja de
Euripedes, entre os anos 456-450 a.C. sobre uma mae e trés filhos que morreram apoés
ingerirem um fungo. O “sapinho’, lesdo oral causada por Candida, foi descrito por
Hipécrates (V a.C.) e Celso, 30 a.D., descreveu o favo (tinha do couro cabeludo), que,
em 1834, foi reconhecida como uma micose por Remak. Passadas algumas décadas,
entre 1941 e 1944, David Gruby, em Paris, descreveu 0 microrganismo responsavel
pelo favo do couro cabeludo, o Trychophyton schoenleinii, reproduzindo a doenca em
uma crianca (SEVERO; LONDERO, 1996).

As micoses humanas sado causadas por fungos patogénicos primarios, ou
seja, aqueles que tém capacidade de invadir os tecidos de um hospedeiro normal, ou
por fungos oportunistas, que invadem os tecidos de individuos com alteracdes graves
do sistema imunodefensivo do organismo (SEVERO; LONDERO, 1996).

As dermatomicoses sao infec¢des fungicas comuns entre as infeccbes
humanas e animais, chamadas, frequentemente, de tinhas, causadas por fungos
dermatéfitos dos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. Estes fungos
infectam a pele, as unhas e o couro cabeludo e as lesdes sdo caracterizadas por
irritacdo, formacdo de escamas, vermelhiddo local, inchaco e inflamacdo (CONTET-
AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001; HALL, 1999; LACAZ et al.,, 2002; LAUBE, 2004;
PELCZAR et al., 1996; SEVERO; LONDERO, 1996). Por outro lado, algumas micoses
superficiais podem estar associadas a presenca de leveduras, dentre elas, o género
Candida, encontrada em pequena quantidade na pele sadia, mas que rapidamente
pode colonizar a pele danificada e locais interdigitais. Além destas, pode causar
infeccbes na mucosa oral e vaginal, e, em casos mais graves, infec¢cdes sistémicas
(ANAISSIE et al., 2004; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001; MIMS et al., 1995).

Nas ultimas décadas, o numero de pacientes com infecgfes fungicas tem
aumentado significativamente, em parte devido ao aumento de pacientes

imunodeprimidos, devido ao virus HIV, bem como a falta de nutricdo, 0 uso
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indiscriminado e a variedade de antibidticos de amplo espectro empregados nas
terapias do cancer e transplantes (DIDOMENICO, 1999; ELLIS, 2001).

O tratamento das micoses superficiais € realizado com a administracédo
topica e/ou oral de farmacos antifungicos, dentre eles: nistatina, anfotericina B,
derivados imidazélicos e terbinafina (ANDRIOLE, 2000; CONTET-AUDONNEAU;
SCHMUTZ, 2001; HALL, 1999).

Apesar do grande numero de substancias com atividade antifingica,
somente poucas sdo eficazes para serem empregadas clinicamente. Alguns farmacos
tém sido reformulados com o objetivo de diminuir sua toxicidade e novas substancias
sdo desenvolvidas, buscando uma melhor atividade e seletividade (DiDOMENICO,
1999).

A diversidade de plantas medicinais, algumas caracterizadas pela
presenca de substancias com atividade antifungica, contribui para diversos estudos que
objetivam demonstrar a acdo e eficdcia de alguns compostos, os quais poderdo ser
empregados na terapia antifangica. Exemplo desta abordagem € a utilizac&do do latex,
obtido do fruto de papaia, na india e Nova Guiné para o tratamento de infeccdes
fungicas da pele (DRAELOS, 2001).

Neste sentido, 6leos volateis ou substancias presentes nos mesmos, tém
se mostrado promissoras, podendo ser incorporadas em preparacdes farmacéuticas,
empregadas isoladamente ou em combinacdo com agentes antifngicos convencionais
(HARRIS, 2002).

Fitoterapico, conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), é um medicamento obtido por processos tecnologicamente adequados, no
qual empregam-se, exclusivamente, matérias-primas vegetais, caracterizado pelo
conhecimento de sua eficAcia e dos riscos de seu uso, assim como pela

reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a).
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Assim, o desenvolvimento de um produto fitoterdpico envolve uma série
de experimentos, relacionados com a atividade farmacolégica apresentada pela
substancia(s) ativa(s), aos processos tecnoldgicos empregados na obtencédo da forma
farmacéutica, aos ensaios de controle de qualidade, destinados a garantir a eficacia do
produto, bem como aos ensaios pré-clinicos e clinicos necessarios para comprovar a
acao exercida pela substancia, além de verificar possiveis reacdes que possam ser
prejudiciais ao paciente. Neste sentido, a ANVISA determina os critérios necessarios e
metodologias a serem reaizadas para estes produtos, através da Resolu¢cdo — RDC n°
48, de 16 de marco de 2004, a qual dispbe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos; da Portaria n° 116, de 08 de agosto de 1996, que estabelece normas para
0 estudo da toxicidade de produtos fitoterapicos, e da Resolugcdo — RE n° 90, de 16 de
marco de 2004, que publica o “Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-

clinica de fitoterapicos”.

Em virtude da acentuada atividade antifungica apresentada pelo 6leo
volatil de Cymbopogon citratus (capim-cidrg) frente a levedura de Candida albicans
(SCHUCK et al., 2001), foram desenvolvidas formulagdes semi-sélidas (emulsdes e
géis) contendo este 6leo, as quais foram avaliadas quanto as suas caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas. Do ponto de vista tecnoldgico, as formulactes
propostas foram viaveis, podendo ser preparadas através de técnicas simples, com
excipientes usualmente empregados na indastria farmacéutica, de facil aquisicdo e
baixo custo. Além disso, através dos resultados obtidos na avaliagdo da atividade
antifungica in vitro, observou-se que as formulagcfes sdo potencialmente indicadas para
o tratamento topico de infec¢des fungicas, no qual se empregam cremes, pomadas e

géis contendo farmacos antifungicos, destinados a aplicacao na pele (RAUBER, 2001).

Face a estas observacfes, tornou-se importante dar continuidade aos
estudos relacionados ao desenvolvimento e otimizacdo de formulagbes contendo tal
matéria-prima vegetal, avaliando-se aspectos relacionados, principalmente, a

estabilidade, toxicidade dérmica e atividade antifingica in vivo.
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Adicionalmente, este trabalho objetivou incorporar o oleo volatili em
suspensdes coloidais poliméricas do tipo nanocapsulas. Esta estratégia baseou-se na
possibilidade de internalizar o 6leo em vesiculas nanoscOpicas capazes, em hipétese,
de protegé-lo da volatilidade, conferindo-lhe, melhor estabilidade. Esta suspenséao foi,
entdo, incorporada a base semi-sélida. As nanopaticulas poliméricas tém despertado
grande interesse na area farmacéutica, em virtude de suas inUmeras aplicagdes,
destacando-se a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos e antibioticos, diminuicédo
dos efeitos colaterais de alguns farmacos (antiinflamatérios ndo-esterodides), protecéo
de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal (peptideos, hormdnios) e o controle da
liberacdo de farmacos e aumento da biodisponibilidade ocular de determinadas
substancias (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Cabe ressaltar que ndo ha estudos especificos sobre a otimizacado de
formulagdes semi-sdlidas contendo o 6leo de capim-cidrd, principalmente, em relacéo
aos processos tecnologicos de sua obtencéo e estabilidade, tdo pouco a incorporacao
do 6leo em suspensdes de nanocapsulas, o que configura a originalidade desta
proposta de desenvolvimento e controle de qualidade.

Dessa forma, pretende-se obter um medicamento alternativo e eficaz para

o tratamento de infec¢des fungicas cutaneas.
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Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem por objetivos gerais preparagcdo, caracterizacédo

fisico-quimica, avaliacdo da estabilidade e atividade bioldgica de formulacbes semi-

sélidas contendo o 6leo volatil de Cymbopogon citratus.

2.1.1 Objetivos especificos

Avaliagdo da atividade antifingica in vitro do Oleo volatil e do citral frente a

espécies do género Candida;

Preparacéo de formula¢des semi-sélidas (emulsdes e géis) contendo o 6leo volatil

de C. citratus;

Preparacdo e caracterizacdo de suspensfes de nanocapsulas contendo o 6leo

volatil de C. citratus, e posterior incorporacdo em bases semi-solidas;

Avaliagdo das propriedades fisico-quimicas das formulagbes semi-sdlidas

desenvolvidas;

Validacdo de método analitico para quantificacdo de citral no oleo volatil e nas

formulacdes em estudo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia,

Avaliagdo da atividade antifungica in vitro das formulagbes em estudo frente a
levedura de Candida albicans e fungos dermatéfitos (Microsporum canis e

Trichophyton rubrum);
Estudo da estabilidade das formulacgdes;

Avaliacédo in vivo e in vitro da irritacdo dérmica das formulagdes;




Objetivos

e Avaliacdo da atividade antifingica in vivo das formulagbes em estudo frente a

levedura de Candida albicans.
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3.1 MICOSES SUPERFICIAIS

3.1.1 Dermatomicoses

A pele e as mucosas séo barreiras mecanicas efetivas a agentes externos,
protegendo 0 organismo contra agentes infecciosos. E dividida em duas camadas
distintas: a epiderme, camada mais superficial, contendo diferentes tipos de células,
incluindo queratindcitos (células formadoras de queratina), células dentriticas
(melandcitos e células de Langerhans) e células de Merkel, subdividida em quatro
camadas: cornea, granular, espinhosa e basal; a derme, a qual consiste de tecido
conjuntivo (fibras de colageno, reticulina e elastina), contribuindo para a elasticidade da
pele, bem como glandulas sebaceas, apdcrinas e écrinas, altamente vascularizada e
rica em terminagcdes nervosas. Abaixo desta camada encontra-se a hipoderme (tecido
subcutaneo), caracterizada pela presenca de células de reserva de gordura. A
epiderme, por apresentar células anucleadas e nao ser vascularizada, atua como uma
barreira protetora contra a perda de liquidos corporais e a penetracdo de algumas
substancias e microrganismos (PARKER, 1997; WILKINSON; MOORE, 1982).

A flora normal da pele apresenta cerca de 10° a 10* organismos/cm?,
sendo predominante o Staphylococcus epidermidis, uma bactéria ndo patogénica a
pele, mas que pode causar doencas quando atinge determinadas regides. Além deste,
S. aureus, Corynebacterium, Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa. Candida
albicans e Malassesia furfur estdo, também, presentes, mas com menor freqténcia
(HALL, 1999; LEVINSON; JAWETZ, 1998; SEVERO; LONDERO, 1996).

Alguns fungos patogénicos apresentam habilidade em infectar a camada
superficial da pele, as unhas e o cabelo, causando infeccbes denominadas de
dermatomicoses. Outros fungos podem invadir o tecido subcutaneo, causando
infeccbes mais graves (micoses subcutaneas), resultando, em alguns casos, extensa
destruicéo de tecidos (LACAZ et al., 2002; MIMS et al., 1995; PELCZAR et al., 1996;
SEVERO; LONDERO, 1996).
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As lesOes fungicas produzidas na pele estédo relacionadas a fatores como
(MIMS et al., 1995; SEVERO; LONDERO, 1996):

e traumas, causados por lesbes acidentais (laceragbes, queimaduras) ou

intencionais (cirurgia), predispondo a infeccao externa,
o manifestacdes cutaneas de infec¢cdes sistémicas;

o lesBes toxicas da pele devido a producdo de toxinas microbianas em um outro

local do corpo.

A pele integra pode, também, ser infectada por dermatéfitos, e fatores
como a quantidade de fungos envolvida durante a exposicdo, a temperatura da pele, a
composi¢cdo quimica dos fluidos das glandulas sudoriparas e sebaceas, os fatores
genéticos e raciais que tornam algumas pessoas mais propensas as infeccdes e a
umidade da pele, contribuem para a proliferacdo destes patégenos (PELCZAR et al.,
1996; RUPKE, 2000). Condicdes que prejudicam a imunidade, como diabetes,
infeccbes pelo virus HIV e cancer, este ultimo relacionado com a quimioterapia,
aumentam o risco de infec¢cdes. Em adicdo, a utilizacdo de corticosterdides, pode
contribuir com a incidéncia de dermatomicoses (RUPKE, 2000; SEVERO; LONDERO,
1996).

As micoses superficiais encontram-se entre as infecgées humanas mais
comuns e as lesbes produzidas, em geral, sdo brandas, ndo causando sérias
complicacdes aos pacientes. Os principais agentes etioldgicos responsaveis por estas
infeccdes sdo os fungos dermatoéfitos dos géneros Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton. Além destes, algumas leveduras como Candida spp. e Malassezia furfur
podem, também, estar associadas a estas doencas (ANAISSIE et al., 2004; HALL,
1999; HOWARD; MILLER, 1996; LACAZ et al., 2002; LAUBE, 2004; RUPKE, 2000;
SEVERO; LONDERO, 1996).

Os dermatofitos sdo fungos que habitam o solo (geofilicos), o homem

(antropofilicos) e os animais (zoofilicos), comumente transmitidos pelo contato direto
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com pessoas, animais ou objetos inanimados contaminados. As infec¢des produzidas
sdo conhecidas como tinhas (tinea ou ringworm), em virtude do aspecto apresentado
por algumas lesGes, semelhante a um anel, e, antigamente, acreditava-se que as
lesGes eram causadas por parasitas que assemelhavam-se a vermes (ANAISSIE et al.,
2004; HOWARD; MILLER, 1996; LACAZ et al., 2002; LEVINSON; JAWETZ, 1998;
PELCZAR et al., 1996; SEVERO; LONDERO, 1996).

Estes fungos, apds invadirem a pele, espalham-se radialmente na camada
externa da epiderme, através de ramificacbes da hifa e artroconidios e, elaboram
enzimas que sao habeis em digerir a queratina, proteina presente na camada externa
da pele, causando escamac0Oes e destruicdo da pele, desintegracdo das unhas e queda
dos cabelos. Além destas, as infeccbes sdo, também, caracterizadas por pruridos
provocados por pépulas e vesiculas pruriginosas, vermelhiddo local, inchaco e
inflamacdo. Em alguns pacientes, a presenca de antigenos fangicos circulantes da
origem a hipersensibilidade, mediada por fendmenos imunologicos na pele, conhecida
como dermatofitides, por exemplo, vesiculas nos dedos. Tais rea¢des ocorrem em
decorréncia a resposta de antigenos fungicos circulantes. Cabe salientar que, os
dermatdfitos, em virtude da afinidade apresentada pela queratina, ndo sado capazes de
invadir os tecidos vivos abaixo da camada queratinizada externa, resultando em
infeccdes que ndo apresentam risco de vida aos pacientes, embora sejam bastante
desagradaveis (HALL, 1999; LACAZ et al., 2002; LEVINSON; JAWETZ, 1998; RUPKE,
2000; SEVERO; LONDERO, 1996).

As dermatomicoses encontram-se disseminadas em varios paises,
principalmente, em areas tropicais e subtropicais, e viagens e migracdes podem estar
associadas a distribuicdo destas doencas (AL SOGAIR, 2000; ANAISSIE et al., 2004;
LACAZ et al., 2002; LIPOZENCIC et al., 2002; RUPKE, 2000). Cuidados especiais no
que se refere & higiene pessoal, contato com animais domeésticos ou criancas
infectadas, especialmente em escolas, devem ser realizados, a fim de evitar possiveis
infestacdes. Na pele, as lesbes sdo caracterizadas pela presenca de vesiculas e

pustulas e, em casos mais graves, pode espalhar-se para outras partes do corpo,
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resultando em lesBes bastante inflamadas, caracterizadas pela formacdo de anéis
eritematosos (AL SOGAIR, 2000; ANAISSIE et al., 2004; RUPKE, 2000).

Cabe salientar que, o desenvolvimento de infec¢bes fangicas na pele pode
ocasionar a incidéncia de bactérias contaminantes, agravando-se, desta forma, os
quadros lesionais, especialmente, em criancas, as quais Sao mais suscetiveis as
infeccdes (LIPOZENCIC et al., 2002).

As lesdes séo divididas em diferentes categorias, de acordo com o local
infectado pelo fungo: Tinea capitis, afeta o cabelo e a pele do couro cabeludo; Tinea
corporis, o corpo; Tinea pedis, 0os pés; Tinea facei, a face; Tinea manuum, as maos;
Tinea cruris, a virilha e Tinea barbae, a barba. As infec¢gbes provocadas nas unhas séo
denominadas de onicomicoses (Tinea unguium) (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999;
LACAZ et al., 2002; LAUBE, 2004).

O numero de espécies causadoras de infeccdes € bastante variado,
dependendo da regido em que se encontram; entretanto, algumas séo predominantes e
disseminadas por varios paises. Na Tabela 3.1 encontram-se descritas as principais
espeécies de fungos dermatdfitos existentes no continente Americano, de acordo com
sua classificacédo ecoldgica (SEVERO; LONDERO, 1996).
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TABELA 3.1 — Ecologia e incidéncia dos dermatoéfitos no continente Americano.

Agentes mais frequentes

Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos
E. floccosum M. canis var. canis

T. mentagrophytes var. T. mentagrophytes var.

interdigitale mentagrophytes

T. rubrum

T. tonsurans

Agentes menos freqguentes
Antropofilicos Zoofilicos Geofilicos

M. audounii T. verrucosum M. gypseum var. falvum
T. concentricum

T. shoenleinii

T. violaceum

Tinea capitis € uma dermatomicose que ocorre, preferencialmente, em
criancas, sendo causada pelos fungos dos géneros Microsporum e Trichophyton. Além
da pele, estes fungos podem comprometer o cabelo, pela produc¢éo de artroconidios no
interior do fio (endotrix), lesdo causada, principalmente, pelo T. tonsurans, e na
superficie externa (exotrix), infeccdo que inicia como endotrix, mas se estende na
cuticula do fio de cabelo e forma uma massa de artroconidios. O principal agente
causador desta infeccdo € o M. canis (AL SOGAIR, 2001; LACAZ et al., 2002). Em
alguns casos, pode ocorrer alopecia e intensa reacao inflamatéria, bem como lesdes de
quérion, caracterizadas por placa elevada, pruriginosa e dolorida, de aspecto esponjoso
(HAINER, 2003; LAUBE, 2004; SEVERO; LONDERO, 1996). E uma doenca altamente
contagiosa, espalhando-se rapidamente numa familia ou numa comunidade escolar (AL
SOGAIR, 2001; SEVERO; LONDERO, 1996).

Uma variedade de Tinea capitis € a Tinea favosa, conhecida como “favus”.

E uma doenca rural, relacionada a falta de habitos de higiene e ma nutrigéo.
Geralmente, afeta grupos de familias e é caracterizada por massas densas de micélio e
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fragmentos epiteliais, formando crostas amareladas. Ap6s um longo periodo, ocorre
atrofia da pele, levando a alopecia. Tal enfermidade é causada, especialmente, pelo M.
gypseum e T. schoenleinii (AL SOGAIR, 2001; LACAZ et al., 2002; SEVERO;
LONDERO, 1996).

Dentre as diversas micoses causadas pelos fungos dermatdfitos, algumas
sdo bastante conhecidas e comuns entre os individuos, dentre elas, a infecgcéo
denominada de “pé de atleta” (tipo intertriginosa), atingindo uma parcela bastante
significativa da populacdo mundial. A principal causa deste tipo de Tinea pedis é a
umidade, sendo mais comum em adultos, em especial do sexo masculino. Esta
infeccdo atinge a regido interdigital, em geral, entre o terceiro, quarto e quinto dedos
dos pés, caracterizada por maceracao, escamacodes e fissuras; um segundo tipo de
Tinea pedis € a seca, denominada de “mocasin” (tipo escamosa), com extensa
hiperqueratinizacdo, ocorrendo na parte plantar dos pés, causada, principalmente, pelo
T. rubrum, e, por ultimo, do tipo vesicular, semelhante a uma dermatite de contato
aguda, menos comum, sendo o T. mentagrophytes seu principal agente etiolégico.
Além dos fungos causadores destas doencas infecciosas (E. floccusum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans e T. rubrum), algumas bactérias poderao, também, estar
envolvidas nestas patologias (ANAISSIE et al.,, 2004; HAINER, 2003; HALL, 1999;
RUPKE, 2000; SEVERO; LONDERO, 1996; WEINSTEIN; BERMAN, 2002).

Tinea corporis, conhecida como “ringworm” do corpo, relaciona-se a
infeccdes produzidas no tronco e nos membros, excluindo regides palmoplantares,
inguino-axilar e espacgos interdigitais. As lesdes produzidas sdo caracterizadas por
placas anulares, Unicas ou multiplas, limitadas por bordas eritematosas (HAINER, 2003;
LACAZ et al.,, 2002; LAUBE, 2004; SEVERO; LONDERO, 1996; WEINSTEIN;
BERMAN, 2002). Dentre as espécies mais comuns responsaveis por estas infeccdes
encontram-se Trychophyton e Microsporum (ANAISSIE et al., 2004; LACAZ et al., 2002;
RUPKE, 2000). Tinea imbricata é a forma n&o usual de Tinea corporis, causada pelo T.
concentricum (ANAISSIE et al., 2004; WEINSTEIN; BERMAN, 2002) e ocorre em certas
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populacdes indigenas do Oceano Pacifico, México, Guatemala e Brasil (LACAZ et al.,
2002; SEVERO; LONDERO, 1996).

Um outro tipo de dermatomicose, mais freqiiente em homens adultos,
denomina-se Tinea cruris. As lesdes localizam-se na parte superior das coxas, nas
regides pubica, perianal e dobras gluteas, causadas, principalmente, pelo E. floccosum,
M. canis, T. mentagrophytes e T. rubrum (ANAISSIE et al., 2004; LACAZ et al., 2002;
SEVERO; LONDERO, 1996). Este tipo de dermatomicose geralmente esta associada
com Tinea pedis, e a elevada temperatura e umidade, bem como a ocluséo do escroto
e da area da virilha, favorecem a sua ocorréncia (ANAISSIE et al., 2004; HAINER,
2003; SEVERO; LONDERO, 1996).

Tinea barbae afeta, restritamente, homens adultos, em geral, provenientes
de éareas rurais, sendo o T. mentagrophytes var. mentagrophytes e o T. verrucosum
seus principais agentes (ANAISSIE et al., 2004; SEVERO; LONDERO, 1996). A
infeccdo atinge as areas da barba e pescoco, e a transmisséo ocorre, em geral, pelo
contato com organismos zoofilicos, ou devido as mas condicdes de higiene,
transmitindo de uma pessoa para a outra (ANAISSIE et al., 2004; HAINER, 2003). As
lesbes sdo de trés tipos: superficial, com eritema difuso e area de pustulas
perifoliculares; inflamatéria e profunda, com ndédulos confluentes, formando placas
infiltradas com abscessos centrados por pélos. Em alguns casos, bactérias poderdo
estar associadas (ANAISSIE et al., 2004; SEVERO; LONDERO, 1996).

Tinea facei € uma infec¢do que afeta, usualmente, adultos, distribuindo-se
pelo dorso do nariz e estendendo-se a face, caracterizada como “asa de borboleta”,
semelhante a IUpus eritematoso (HAINER, 2003; SEVERO; LONDERO, 1996).

A prevaléncia de dermatomicoses em pacientes da regido metropolitana
de Porto Alegre/RS foi demonstrada em um estudo realizado por MEZZARI (1998),
durante o periodo de junho de 1981 a junho de 1995, no qual diferentes espécies de
dermatdfitos foram isolados de amostras de pele, pélos e unhas, de individuos de

ambos 0s sexos e diferentes classes sociais, num total de 864 amostras. Neste estudo,

19




Revisédo de Literatura

observou-se o predominio de T. rubrum (55,33% dos casos), seguido de T.
mentagrophytes (21,46%), M. canis (12,09%), E. floccosum (5,47%), T. tonsurans
(2,44%), M. gypseum (1,96%) e T. violaceum (0,44%). Comparando-se os resultados
obtidos com outros coletados em populacdes do interior do Estado, num periodo de 32
anos (1960-1992), outras espécies foram encontradas (T. verrucosum, M. nanum, T.

simii, M. persicolor, T. shdenleinii e M. cookei), diferindo-se das relatadas na capital.

FOSTER e colaboradores (2004) avaliaram a incidéncia de espécies
fungicas responsaveis por infeccbes cutaneas nos Estados Unidos. Neste estudo,
15.381 amostras foram coletadas de pacientes com Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea
capitis, Tinea facei, Tinea pedis, Tinea manuum e onicomicoses, no periodo de 1999 a
2002. Dentre as espécies de fungos dermatofitos, T. rubrum foi 0 agente mais frequente
nos casos de onicomicoses, Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea manuum e Tinea pedis.
Em pacientes com Tinea capitis, observou-se um aumento da incidéncia de T.
tonsurans. Nos casos clinicos de onicomicoses, verificou-se, também, a prevaléncia de
Candida spp. (maior que 70%), sendo a C. albicans responsavel por 47,9% de 54% das

culturas positivas.

3.1.1.1 Tratamento das dermatomicoses

As pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de agentes antifingicos
iniciaram-se ha, aproximadamente, 50 anos, sendo a nistatina descoberta por Brown e
Hazen em 1949 e licenciada para o tratamento de candidiases superficiais (mucosas),
em 1951 (ANDRIOLE, 2000). Em 1956, Gold e colaboradores demonstraram as
propriedades antifungicas da anfotericina B e, em 1958, a griseofulvina foi o primeiro
farmaco empregado no tratamento oral de micoses superficiais (GUPKA et al., 1994).
Na década de 70, foram introduzidos os derivados imidazoélicos (clotrimazol, miconazol
e cetoconazol) e os derivados triazolicos tém sido estudados desde os anos 80,
juntamente com outras substancias bastante promissoras, como as alilaminas (GUPKA
et al., 1994; RUPKE, 2000).
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As micoses superficiais séo tratadas, tradicionalmente, com agentes
antifingicos tépicos, de amplo espectro e seguros. Em alguns casos, o tratamento € um
pouco dificultado, muitas vezes, em funcdo do uso de cosméticos no local lesionado,
juntamente com o medicamento, e aplicacbes frequentes (CREVITS et al.,, 1998;
MURDAN, 2002). Em casos de reincidéncia de Tinea capitis e em pacientes
imunodeprimidos, em especial, aidéticos, a terapia oral é requerida (LAUBE, 2004).
Além disso, em algumas patologias, a terapia tépica néo é satisfatoria, pois os farmacos
empregados nas preparacdes topicas apresentam baixa penetrabilidade nos
queratinocitos, sendo, em determinadas situacoes, substituidos pelos medicamentos
orais (CREVITS et al., 1998; MURDAN, 2002).

Os fungos sdo organismos eucariotos e sua membrana plasmatica é
caracterizada pela presenca de ergosterol, que é o componente alvo de acdo da
maioria dos farmacos antifingicos. As principais classes de farmacos utilizados no
tratamento de dermatomicoses compreendem (ANDRIOLE, 2000; DiDOMENICO, 1999;
ODDS et al., 2003; RUPKE, 2000):

- polienos (nistatina, anfotericina B): agem complexando com o ergosterol,
ocorrendo a destruicdo da membrana plasmética, resultando em um aumento da
permeabilidade da membrana, estravazamento do contetdo citoplasmatico e

morte celular;

- derivados _imidazélicos (cetoconazol, miconazol, econazol) e triazdlicos

(itraconazol, fluconazol): agem pela inibicdo da enzima citocromo P-450-
dependente-14-a-demetilase, a qual é responsavel pela conversao de lanosterol
em ergosterol, diminuindo, desta forma, as concentracbes de ergosterol na

membrana celular;

- alilaminas (terbinafina, naftifina): constituem uma classe de compostos
antifingicos sintéticos, com atividade topica e oral, atuam inibindo, seletivamente,

a esqualeno epoxidase, enzima chave na biossintese de ergosterol.

21




Revisédo de Literatura

Os derivados imidazdlicos sdo usualmente empregados no tratamento de
micoses superficiais, com algumas limitacfes: cetoconazol apresenta sérios problemas
de hepatotoxicidade, além de causar nausea, anorexia e constipagdo, preferindo-se,
desta forma, outros derivados sintéticos, como fluconazol, mais tolerado e eficaz no
tratamento de Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea pedis ou candidiase cutanea,

conforme pesquisas relatadas (CREVITS et al., 1998).

A descoberta de farmacos mais efetivos e seguros, como o itraconazol o
fluconazol e a terbinafina, contribuiu, significativamente, no tratamento das micoses
superficiais, principalmente, pela sua eficAcia na administragdo oral, reducdo dos
efeitos adversos e diminuicdo do periodo de tratamento (De DONKER, 1999; RUPKE,
2000).

Na Tabela 3.2 estdo listadas algumas substancias empregadas no
tratamento de infec¢des fungicas causadas por dematofitos, assim como algumas

consideracdes relativas ao uso destes farmacos.

Em pacientes que apresentam reacles inflamatérias, como eritema e
prurido, a combinag&do de agentes antifingicos com corticosterdides pode ser utilizada
(WEINSTEIN; BERMAN, 2002).

Medidas nao farmacoldgicas, como adequados habitos de higiene, uso de
roupas de algoddo ou auséncia de materiais sintéticos oclusivos e secagem das areas
infectadas apos limpeza sao recomendados (WEINSTEIN; BERMAN, 2002).
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TABELA 3.2 — Farmacos antifingicos empregados no tratamento de dermatomicoses.

Substancia

Consideracdes

Anfotericina B

Fungicida; amplo espectro de acdo; uso oral e topico; baixa
resisténcia; nefrotoxicidade associada ao tratamento, pouco
utilizada para dermatomicoses

Nistatina Uso topico e oral; mais empregada no tratamento de candidiase

Bifonazol Uso oral e tdpico; atividade contra leveduras, dermatdfitos e

Cetoconazol fungos dimoérficos; acdo fungistética, geralmente

Clotrimazol _ _ _

Econazol Miconazol: bastante empregado topicamente nas micoses

Miconazol superficiais

Oxiconazol Cetoconazol: muito utilizado, atualmente, substituido por outros

Sertaconazol derivados

Sulconazol

Fluconazol Amplo espectro de acdo, incluindo Aspergillus spp.; atividade

Itraconazol contra C. albicans e cepas nao-albicans, e dermatdfitos; efetivos
em modelos de imunodepresséo; uso oral e topico

Amorolfina Farmacos empregados no tratamento de dermatomicoses, em

Butenafina especial, onicomicoses; terbinafina uso oral e tdpico; acdo

Terbinafina fungicida

Ciclopirox Uso tdpico, dermatdfitos e candidiases; também, bactericida

gram+/-; usado na forma de olamina

Griseofulvina

Uso oral

Tolnaftato
Haloprogina

Uso topico; em associacdes com antibioticos, corticosterdides e
outros antifingicos

Fonte: ANDRIOLE, 2000; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001; DiDOMENICO, 1999; LACAZ et al.,
2002; RUPKE, 2000; WEINSTEIN; BERMAN, 2002.

3.1.1.2 Onicomicoses

As onicomicoses referem-se as infec¢des fungicas superficiais que afetam

as unhas das méaos e dos pés, também conhecidas como Tinea unguium. Tais

infeccbes sdo causadas por fungos dermatdfitos (cerca de 90-95% dos casos), bem
como algumas espécies de leveduras (ANAISSIE et al., 2004; MURDAN, 2002;
RODGERS; BASSLER, 2001). As principais espécies de fungos dermatofitos
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responsaveis por esta patologia sdo T. rubrum, especialmente, T. mentagrophytes e E.
floccosum (ANAISSIE et al., 2004).

Estas infeccBes ocorrem mais comumente em adultos, atingindo cerca de
2 a 14% da populacao, afetando, principalmente, as unhas dos pés. O uso de cal¢cados
fechados por um longo periodo de tempo, a umidade e a disseminagcédo de diferentes
cepas de fungos existentes no mundo, contribuem para o aumento da incidéncia destas
infeccdes (MURDAN, 2002; RODGERS; BASSLER, 2001). Além destes, fatores como
idade avancada, diabetes, traumas nas unhas, hiperidrose, doengas vasculares
periféricas, ma higiene e imunodeficiéncia predispdem as infec¢cdes (ANAISSIE et al.,
2004; RODGERS; BASSLER, 2001). Com o constante aumento de pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), a frequéncia de casos de
onicomicoses, bem como outras infec¢des fungicas, tem aumentado (ANAISSIE et al.,
2004; MURDAN, 2002).

As onicomicoses sao, também, consideradas como um problema estético,
pois além do desconforto causado pela patologia, ocorre a deformacdo da unha,
causando um aspecto disforme e desagradavel, bem como possiveis contaminacdes
entre os individuos (RODGERS; BASSLER, 2001).

As onicomicoses podem ser classificadas, de acordo com o local da unha
infectado, em (ANAISSIE et al., 2004; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001,
LACAZ et al., 2002; LAUBE, 2004; MURDAN, 2002; RODGERS; BASSLER, 2001):

- onicomicose distal e subungueal lateral: € a mais comum das infecgles,

desenvolvida nas unhas das maos e dos pés, causada, principalmente, pelo T.

rubrum, que invade a primeira camada da unha e a regido plantar;

- onicomicose superficial branca: ocorre em cerca de 10% dos casos, na qual o

fungo invade a camada superficial da regido plantar da unha e forma pontos
opacos brancos nas unhas, podendo se espalhar por toda a regido; o agente
etiolégico, em geral, envolvido com este tipo de infeccdo € o T. mentagrophytes

var. interdigitale;
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- onicomicose subungueal proximal: € a forma menos comum de Tinea unguium,

causada, na maioria dos casos, pelo T. rubrum, que afeta, principalmente,
pacientes imunodeprimidos; neste tipo, o fungo invade a unha na regiao proximal,

penetra na regido plantar e migra distalmente;

- onicomicose candidal: desenvolvida, especialmente, em pacientes com candidiase

mucocutanea crbnica, nos quais, espécies de Candida podem invadir as unhas;

- onicomicose distrofica total: caracterizada pela destruicdo total da unha,

compreendendo o resultado final de todas as formas de onicomicoses.

A incidéncia de onicomicoses em criancas € baixa, cerca de 0,2%,
ocorrendo, principalmente, em pacientes imunodeprimidos (infectados pelo HIV,
quimioterapia e sindromes de imunodeficiéncias congénitas), em individuos com casos
de onicomicoses na familia ou em pacientes com outras micoses cutaneas, como Tinea
capitis e Tinea pedis (RODGERS; BASSLER, 2001; STEFANAKI et al., 2002).

O tratamento das onicomicoses € longo, incluindo a utilizacdo de
medicamentos de uso tépico e oral. Antigamente, a administracdo oral de griseofulvina
ou cetoconazol era a terapia de escolha; entretanto, em virtude do longo periodo de
tratamento, da incidéncia de efeitos adversos, aliado a reincidéncia das infeccfes, estes
farmacos sdo pouco utilizados (ANAISSIE et al., 2004; De DONCKER, 1999;
RODGERS; BASSLER, 2001).

Atualmente, o tratamento das onicomicoses tem melhorado
substancialmente, pois novos farmacos mais efetivos estdo sendo introduzidos na
terapia oral. Os derivados triazolicos e as alilaminas foram introduzidos em substituicdo
a griseofulvina e o cetoconazol. Esses farmacos apresentam altas taxas de cura e
menos recidivas, contribuindo, desta forma, para a cura das infec¢cdes (De DONCKER,
1999; MURDAN, 2002; RODGERS; BASSLER, 2001).

Dentre os principais medicamentos recomendados para o tratamento das

onicomicoses, a terbinafina, o itraconazol, estes mais empregados, e o fluconazol, séo
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0s mais efetivos, pois apresentam imediata penetracdo na unha, podendo permanecer
por meses apos a interrupgdo da terapia e, geralmente, bastante seguros. Segundo o
Food and Drug Administration (FDA), a dosagem e o periodo de tratamento para alguns
medicamentos compreendem: terbinafina — dose diaria de 250 mg, durante trés meses;
itraconazol — 200 mg diarios, durante trés a quatro meses, ou terapia de pulso, sendo
que, durante uma semana de cada més deve-se administrar, 200 mg, duas vezes ao
dia, garantindo, desta forma, a eficacia do tratamento. O sucesso no tratamento com
estes farmacos tem sido satisfatorio, atingindo a cura de, aproximadamente, 80% dos
casos. O crescimento das unhas ocorre de maneira lenta, podendo levar, em alguns
pacientes, mais de um ano para restaurar, totalmente, a unha afetada (ANAISSIE et al.,
2004; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001; De DONCKER, 1999; LACAZ et al.,
2002; MURDAN, 2002; RODGERS; BASSLER, 2001).

A terapia com terbinafina e itraconazol para o tratamento de onicomicoses
€ um pouco onerosa para alguns pacientes, causando, muitas vezes, devido a
interrup¢do, insucesso no tratamento e novas infec¢cdes. Em alguns casos, apesar da
hepatotoxicidade apresentada pelo uso prolongado de cetoconazol, prefere-se utiliza-lo

em fungdo do menor custo.

O fluconazol ndo constitui a terapia de escolha recomendada pelo FDA
para o tratamento de onicomicoses, mas por sua alta eficacia, em determinadas
situacbes & empregado, especialmente, em pacientes imunodeprimidos. A dose usual
compreende a administracdo oral de 150 mg uma vez por semana, durante seis a nove
meses (ANAISSIE et al., 2004; LACAZ et al., 2002; RODGERS; BASSLER, 2001).

A terapia sistémica de medicamentos antifingicos apresenta algumas
desvantagens, como a ocorréncia de efeitos adversos e interagbes com outras
substancias. Testes de monitoramento das funcdes hepéticas na terapia continuada
com terbinafina e derivados triazdlicos sdo recomendados (MURDAN, 2002;
RODGERS; BASSLER, 2001). Apesar destes aspectos, em algumas patologias, como
onicomicoses do tipo plantar, a terapia topica é insuficiente, atingindo um ndmero

limitado de unhas, ocasionando insucesso no tratamento (De DONCKER, 1999).
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Além da administracdo oral, a utilizacdo de medicamentos tdpicos na
forma de cremes, esmalte e pds pode ser empregada, especialmente em pacientes
com Tinea pedis concomitante (ANAISSIE et al., 2004; RODGERS; BASSLER, 2001).
Em virtude da alta queratinizagdo da unha, a difusdo do farmaco, administrado
topicamente, é dificultada, necessitando um longo periodo de tratamento. Desta forma,
a terapia topica é recomendada em casos iniciais da doenca, em geral, quando nao
mais que duas unhas foram afetadas, ou quando a terapia oral € contra-indicada (De
DONCKER, 1999; MURDAN, 2002). O mais conveniente ¢é utilizar preparacdes topicas
na forma de esmaltes contendo os farmacos antifingicos, dentre eles o ciclopirox,
aplicando-se o produto na regido plantar da unha, com auxilio de um pincel, por doze
meses (ANAISSIE et al., 2004; RODGERS; BASSLER, 2001). Outras formas
farmacéuticas sao, também, comercializadas: solu¢do de tioconazol e acido salicilico,

aplicadas na unha, por periodos de seis a doze meses de tratamento (MURDAN, 2002).

Para evitar reinfec¢des, sugere-se a adequada higiene dos pés (usar
meias de algoddo, proteger os pés em areas de banho, secar corretamente, tratar
qualquer tipo de infeccdo instalada) e controlar certas doencas, como diabetes
(ANAISSIE et al., 2004; RODGERS; BASSLER, 2001).

3.1.2 Candidiases superficiais

As condigbes normais da pele e dentre elas, a relativa falta de umidade na
maioria das regides, limita o crescimento de fungos e leveduras; ao contrario, uma pele
Umida proporciona a ocorréncia de infec¢des, dentre elas, candidiases (MIMS et al.,
1995).

As candidiases séo infec¢des causadas por leveduras do género Candida,
sendo a Candida albicans responsavel pela maioria das doencas existentes. As
infeccbes podem ocorrer na boca, na vagina, na pele, nas unhas, no pulméo, no trato

gastrintestinal e, ocasionalmente, ocorre a descricdo de septicemias (ANAISSIE et al.,
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2004; HALL, 1999; HOWARD; MILLER, 1996; LACAZ et al., 2002; RUPKE, 2000;
WARREN; HAZEN, 1999).

A Candida spp. faz parte da flora normal do homem, encontrada em
pequena quantidade na pele sadia e intacta, nas mucosas oral e vaginal; entretanto,
pode, rapidamente, colonizar a pele danificada e o seu supercrescimento, pode resultar
em doencas locais. As infec¢des, em geral, afetam a pele, as unhas e as membranas
mucosas (ANAISSIE et al., 2004; MIMS et al.,, 1995; RUPKE, 2000; SEVERO;
LONDERO, 1996). Em pacientes debilitados ou imunodeprimidos, espécies de Candida
podem invadir os tecidos subcutaneos mais profundos, disseminando-se para diversos
locais do organismo, causando tromboflebite, endocardite ou infec¢cdo ocular e de
outros o6rgaos (HALL, 1999; MIMS et al., 1995; WARREN; HAZEN, 1999). O
desenvolvimento de candidiase nos tratos orofaringeal e genitourinario é frequente em
pacientes infectados com o virus HIV (LONDONO et al., 1998).

As infecgbes cutaneas produzidas por Candida spp. podem ocorrer em
individuos saudaveis ou naqueles com reducdo das funcbes imunolégicas, e fatores
como baixa imunidade, doencas sistémicas (diabetes, hipotireoidismo, céancer) e
administracdo de farmacos imunossupressivos, anticoncepcionais, antibioticos de
amplo espectro e corticosteréides predispdem as infeccdes (ANAISSIE et al.,, 2004;
LAUBE, 2004; RUPKE, 2000).

Conforme descrito anteriormente, a Candida albicans é um importante
patégeno causador de infeccbes humanas e diversos fatores de viruléncia promovem o
sucesso de seu parasitismo (CALDERONE; FONZI, 2001; WARREN; HAZEN, 1999).
Além disso, uma caracteristica importante apresentada por esta levedura é sua
versatilidade e habilidade em colonizar a flora normal, em locais distintos, ao contrario
de alguns microrganismos, como a E. coli. Determinadas condicfes fisiologicas
extremas, como o pH, ndo impedem a adaptacdo de Candida, uma vez que a
expressdo de gens pelo microrganismo, proporciona sua adaptacdo em condi¢cdes
neutras de pH (gen PHR1) e acidas (gen PHR2), no caso da mucosa vaginal
(CALDERONE; FONZI, 2001).
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As espécies de Candida sdo oportunistas, e alteracbes nas condicbes
normais do sistema imunoldgico favorecem o surgimento de infec¢bes. Os fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidade de C. albicans compreendem: rapida
germinacdo no tecido, ligacdo a células do hospedeiro, producdo de proteases e
fosfolipases, adesdo as proteinas da matriz extracelular, rearranjos cromossomais e
variagbes morfoldgicas (transicdo reversivel entre células unicelulares e filamentosas)
(CALDERONE; FONZI, 2001; WARREN; HAZEN, 1999).

3.1.2.1 Candidiases cutaneas

A forma mais comum das candidiases cutaneas € a intertriginosa,
caracterizada por maceracdo e escamacao entre as dobras da pele, e as lesdes séo,
geralmente, eritematosas, com pustulas satélites e pruridos, com intensa irritacao,
causando um grande desconforto para o paciente (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999;
RUPKE, 2000). Os locais afetados séo, principalmente, as partes quentes e Umidas do
corpo, e as infecgcdes podem ser (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999; LACAZ et al.,
2002; LEVINSON; JAWETZ, 1998; RUPKE, 2000):

- Intertrigosa: axilas, virilha, dobras da pele (regido inframamaria), mais comum das
patologias, caracterizada por areas demarcadas de eritema e maceracdo, com

papulas satélites e pustulas;

- Interdiqital: infeccdo crénica com maceracao tecidual, que atinge o espago entre

os dedos, especialmente entre o centro e o anel do dedo;

- Rash cutdneo (erupcdes): lesbes que ocorrem em criangas, na regido perianal,

podendo se espalhar por toda a genitalia e interior das coxas;

- Perianal (regido anal): caracterizada por eritema e maceragdo, com prurido e

intensa ardéncia;

- inguino-crural: na glandula peniana e virilha, com mudltiplas pulstulas e eritema

difuso;
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- Foliculite: qualquer area do corpo com cabelos, com a formacdo de pequenas

pustulas na base dos foliculos.

A imersdo prolongada das méaos em agua pode contribuir com o
surgimento de infec¢bes produzidas nos espacos interdigitais dos dedos, sendo mais
comum em cozinheiras, donas de casa, manipuladores de peixes, entre outros
(ANAISSIE et al.,, 2004; HALL, 1999; LEVINSON; JAWETZ, 1998). A obesidade
constitui outro fator de predisposicdo as candidiases cutaneas, devido a dificuldade em
manter a pele seca entre as camadas de gordura (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999).
Infeccbes causadas por C. parapsilosis € comum em trabalhadores da érea da saude
(ANAISSIE et al., 2004).

Existem outros tipos de infec¢Bes cutdneas causadas pela Candida spp.,

mas menos frequentes, como: candidiase cutdnea generalizada, caracterizada pelo

espalhamento de erupcdes da pele, com vesiculas que podem afetar as regifes
genitais, a virilha e regido anal, bem como o tronco e extremidades (mé&os e peés),
podendo ocorrer em adultos e criancas (ANAISSIE et al.,, 2004; HALL, 1999);
granulomas, que sdo lesbes extensas, secas, com hiperqueratinizacdo, as quais
ocorrem espontaneamente na pele de individuos com candidiase mucocutanea crénica;

7

candidiase disseminada, € rara e grave, associada com outras lesbes na pele,

proveniente de infeccdes do sangue que afetam a pele; e candidiase cutanea

congénita, também, denominada de candidiase neonatal, causada em recém-nascidos,
principalmente criangas prematuras, nas quais a doenca desenvolve-se rapidamente,
podendo progredir e causar infeccdo disseminada (ANAISSIE et al., 2004; LACAZ et al.,
2002).

O tratamento destas doencas é realizado através da administracao topica
de farmacos antifungicos, aplicados no local afetado, uma a duas vezes ao dia,
dependendo do medicamento empregado. Dentre as substancias disponiveis para
terapia pode-se citar: anfotericina B (creme, logdo, pomada), butenafina e terbinafina
(creme), cetoconazol, clotrimazol, econazol, miconazol (creme, po, spray) e nistatina
(creme, pomada, po) (ANAISSIE et al., 2004; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ,
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2001; LACAZ et al., 2002). A utilizacéo topica de corticosteroides, durante poucos dias,
pode auxiliar no tratamento; entretanto, 0 emprego destas substancias pode favorecer a
ocorréncia de infecgbes (ANAISSIE et al., 2004).

A nistatina é utilizada no tratamento de diversos tipos de infeccles
causadas pela Candida spp. (muco-cutaneas, genital e do trato digestivo) (ANDRIOLE,
2000; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001). Os derivados azolicos sdo, também,
bastante empregados, apresentando acdo para diferentes espécies de Candida, dentre
elas C. albicans, C. neoformans, C. immitis e C. glabrata (ANDRIOLE, 2000).

A administracdo oral de farmacos antifungicos, em determinadas
situacdes, € recomendada, como a nistatina, no tratamento de rash em criancas, com o
objetivo de reduzir a colonizagdo da Candida, bem como sua recolonizacdo na regiao
perianal. O uso de derivados triazolicos (itraconazol, fluconazol) na terapia sistémica €,
ocasionalmente, indicado, em especial para pacientes com doencas bastante graves
(imunodeprimidos) e com dificuldade em controlar alguns fatores de predisposicéo,
como diabetes (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999; LAUBE, 2004).

Com o objetivo de auxiliar no tratamento e evitar possiveis infeccdes, a
adequada higiene do corpo é indicada, evitando-se oclusdes, as quais prejudicam a
secagem, além de realizar uma boa limpeza do local afetado (ANAISSIE et al., 2004;
LAUBE, 2004).

3.1.2.2 Onicomicoses causadas por Candida spp.

Onicomicoses causadas por Candida spp. estdo, também, presentes em
alguns pacientes. Manifestam-se, inicialmente, por paroniquia (tumefacéo eritematosa e
dolorida dos tecidos periungueais, com goticulas de pus). Apds, surge oniquia (erosédo
da borda ungueal, estendendo-se pela lamina ungueal, tornando-se espessa e
escurecida) (RODGERS; BASSLER, 2001; SEVERO; LONDERO, 1996). Estima-se que

cerca de 50% dos casos de onicomicoses nas unhas dos pés estdo relacionados com a
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presenca de espécies de Candida (ANAISSIE et al., 2004). Pacientes com candidiase
mucocutanea cronica podem desenvolver infecgbes nas unhas (ANAISSIE et al., 2004,
RODGERS; BASSLER, 2001).

A incidéncia das infeccbes estd, também, associada as condicbes
climaticas e determinados costumes de algumas regides, como por exemplo, verificou-
se um aumento de onicomicoses causadas por Candida spp. na Arabia Saudita,
atribuindo-se este fato a pratica exercida pelos religiosos de lavarem os pés cinco
vezes ao dia (ANAISSIE et al., 2004).

A C. albicans € o agente etiolégico responsavel pela maioria das
infec¢des; entretanto, algumas espécies ndo-albicans tém sido relatadas, como C.
parapsilosis, C. krusei e C. guillermondii (ANAISSIE et al., 2004; CONTET-
AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001).

O tratamento empregado para onicomicoses causadas por Candida spp. é
bastante semelhante ao utilizado para os dermatdfitos. Os derivados imidazolicos e
triazolicos apresentam boa eficacia quando administrados oralmente, sendo o
fluconazol mais efetivo no tratamento de candidiases, em relagdo as dermatomicoses
(ANDRIOLE, 2000; CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001). Além destes,
terbinafina e itraconazol apresentam boa eficacia para diversas espécies de Candida
(RODGERS; BASSLER, 2001). A administracdo topica é, também, recomendada, e
dentre os farmacos empregados pode-se citar: cetoconazol, econazol, ciclopirox,
amorolfina, entre outros (CONTET-AUDONNEAU; SCHMUTZ, 2001).

3.1.2.3 Vulvovaginites

A flora normal da vagina € caracterizada pela presenca de algumas
bactérias, como Streptococcus, Staphylococcus, bacilos de Duderlein, difteroides e, ndo
raramente, leveduras do género Candida. Em determinadas situacdes, pode ocorrer a

proliferacdo de algum microrganismo, ocasionando o aparecimento de doencgas.
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Fatores como o contetdo de células epiteliais e de glicose, o pH, os niveis hormonais,
0s possiveis traumas decorrentes da atividade sexual e a idade, afetam a prevaléncia
de determinados microrganismos na flora vaginal (NOVAK, 1983; SIMONETTI, 1996).

A C. albicans é o mais frequiente colonizador e responsavel pela maioria
das infec¢des vaginais, cerca de 80 a 90% dos casos; entretanto, outras espécies de
Candida sdo, também, relacionadas, como C. tropicalis, C. lusitaniae, C. parapsilosis e
C. guillermondii (ANAISSIE et al., 2004; PALACIN et al., 2000; TORRES et al., 2000).
Tais infec¢cdes podem ocorrer em mulheres sadias e a incidéncia das doengas esta
relacionada com: uso de antibidticos de amplo espectro, diminuindo a flora normal,
fazendo com que ocorra a proliferacdo de algumas espécies, gravidez, diabetes e
infeccdes pelo HIV (ANAISSIE et al., 2004; HALL, 1999; LEVINSON; JAWETZ, 1998).

Candida glabrata, atualmente, tem uma importante participacdo em casos
de vulvovaginites. A incidéncia de espécies nao-albicans nestas infec¢des, pode estar
relacionada ao curto periodo de tratamento da terapia oral ou tdpica, resultando em
eliminacdo da espécie mais sensivel (C. albicans) e a selecdo de espécies mais
resistentes. Além disso, C. glabrata apresenta uma baixa resposta aos derivados
azolicos (ANAISSIE et al., 2004).

Candidiase vaginal é cerca de 10 a 20% mais frequiente em mulheres
gravidas, sendo, em alguns casos, transmitida para o bebé no momento da passagem
da crianca pelo canal de parto contaminado (candidiase neonatal). Outra infeccdo
bastante grave, associada com a vaginal, é a candidiase congénita, a qual surge pela
infestacdo ascendente do Utero, e as lesfes sdo disseminadas na pele e aparecem
cerca de doze horas apds o parto. Em prematuros ou recém-nascidos de baixo peso, a
candidiase congénita pode ser fatal (NOVAK, 1983; SIMONETTI, 1996).

Os principais sintomas relacionados com estas infeccdes sao prurido
vulvar intenso, secrecdo vaginal, eritema e maceracao (ANAISSIE et al., 2004; HALL,
1999; TORRES et al., 2000).
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As infeccBes sdo tratadas topicamente com antifingicos, dentre eles a
nistatina e derivados imidazdlicos (clotrimazol, cetoconazol, miconazol), entre outros.
Em alguns casos, a terapia oral é recomendada, administrando-se cetoconazol (200
mg/dia, durante seis dias), fluconazol (150 mg, dose mensal) e itraconazol, eficaz nos
casos de vulvovaginitis aguda (200 mg/dia, durante trés dias) (CONTET-AUDONNEAU;
SCHMUTZ, 2001).

O sertaconazol constitui um novo farmaco antimicotico sintético, com
amplo espectro de agdo, efetivo, especialmente para espécies de Candida, sendo mais
eficaz que os principais compostos existentes. Adicionalmente, os resultados in vitro
correlacionam-se com o0s encontrados in vivo, empregando-se modelos animais de
infec¢des vaginais, e demonstram sua grande atividade no tratamento de vulvovaginites
(PALACIN et al., 2000; TORRES et al., 2000).

3.1.2.4 Candidiase da mucosa oral

Além da mucosa vaginal, a Candida spp. pode proliferar-se na mucosa
oral, causando estomatite, vulgarmente conhecida como “sapinho”, ocorrendo,
principalmente, em lactentes, sendo disseminada pelo contato (HALL, 1999; LACAZ et
al., 2002; LEVINSON; JAWETZ, 1998).

As lesbes sdo caracterizadas por placas esbranquicadas, delimitadas,
circulantes ou ovais, podendo afetar as bochechas, o palato, a faringe, a laringe, bem
como a lingua (HALL, 1999; LACAZ et al., 2002).

As infeccOes sdo causadas, principalmente, pela C. albicans; entretanto,
outras espécies, como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis séo
responsaveis, em menor frequéncia, por tais condicbes (HOEPELMAN; DUPONT,
1996).
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3.1.3 Utilizacao de Gleos volateis no tratamento de micoses superficiais

Diversos medicamentos empregados no tratamento de micoses
superficiais encontram-se disponiveis comercialmente; entretanto, € evidente a
necessidade de novos agentes antifiingicos, com maior espectro de acdo, uma vez que
0 numero de fungos patogénicos e formas atipicas de dermatdfitos, aliado a resisténcia
microbiana apresentada por algumas espécies, tem aumentado significativamente.
Adicionalmente, o aumento de pacientes imunodeprimidos, as mas condi¢cbes de
higiene e alimentacdo e a variedade de farmacos empregados na quimioterapia e
transplantes contribuem para a incidéncia de infec¢cbes (DIDOMENICO, 1999;
STEFANAKI et al., 2002).

A aromaterapia, terapia que utiliza 6leos volateis, constitui, por alguns
especialistas, um tratamento alternativo para algumas patologias. Esta pratica baseia-
se nas propriedades medicinais apresentadas por determinadas substancias presentes
nos o6leos, os quais sdo aplicados externamente, através de massagens, compressas
ou por inalagdo (INOUYE, 2003; STEVENSEN, 1998).

Uma das maiores aplicacbes da aromaterapia € no tratamento de doencas
infecciosas. As pesquisas cientificas relacionadas ao efeito antimicrobiano apresentado
pelos O6leos volateis iniciaram no século 19, no Instituto Pasteur. Em 1887,
Chamberland estudou a atividade dos o¢leos de orégano, canela e cravo frente ao
Bacillus anthracis; em 1952 e 1953, Okazaki e Oshima investigaram a atividade
antimicrobiana de, aproximadamente, 1000 espécies de plantas e verificaram uma
maior atividade para aquelas que apresentavam, em sua composicdo, Oleos volateis.
Além disso, observou-se que os 0leos apresentavam maior atividade contra fungos em
relacdo a bactérias, especialmente, as Gram-negativas (INOUYE, 2003). Em 1958,
Maruzzela e colaboradores determinaram a atividade antifingica de 92 oleos volateis
(MARUZZELLA e LIGOURI apud INOUYE, 2003) e, desde entdo, algumas pesquisas

tém sido publicadas.
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Diversos Oleos volateis tém apresentado atividade antifiungica em estudos
in vitro. Adicionalmente, ensaios pré-clinicos e clinicos sao realizados, demonstrando

seu potencial na terapia de algumas micoses superficiais (HARRIS, 2002).

A atividade antifungica de alguns Oleos, dentre eles, C. citratus, foi
avaliada por KISHORE e colaboradores (1993) na pele de cobaias infectadas com T.
rubrum e M. gypseum. Neste estudo, os animais foram tratados com pomadas
contendo os oleos, por um periodo de seis dias ou até completa cura das lesdes, duas
vezes ao dia. Os resultados obtidos comprovaram a eficacia do éleo de C. citratus no

tratamento das lesdes produzidas, correlacionando-se com os estudos in vitro.

Outro trabalho, empregando-se cobaias infectadas com C. albicans, foi
realizado por SURESH e colaboradores (1997), no qual verificou-se a atividade

antimicotica do 6leo de Santonila chamaecyparissus em candidiase cutanea.

O d6leo de Melaleuca alternifolia tem sido empregado como anti-séptico na
Austrélia e estudos comprovaram sua eficacia no tratamento topico de onicomicoses
(BUCK et al., 1994). Estudos clinicos em pacientes com Tinea pedis demonstraram sua
atividade farmacolégica. A eficacia do Oleo de M. alternifdlia (creme a 10%) foi
comparada com tolnaftato (creme a 1%). Pacientes tratados com o 6leo apresentaram
reducdo dos sintomas da infeccdo, semelhante ao tolnaftato (TONG et al., 1992).
Adicionalmente, a atividade antifingica do 6leo de M. alternifolia foi avaliada em modelo
animal de candidiase vaginal, empregando-se cepas de C. albicans suscetiveis e
resistentes ao fluconazol. Os resultados obtidos demonstraram a eficacia da terapia
com o 6leo (5%), obtendo-se a cura das infec¢cdes em trés semanas de tratamento
(MONDELLO et al., 2003).

MARUZZELLA, J.C.; LIGOURI, L. The in vitro antifungal activity of essential oils. J. Am. Pharm.
Assoc (Easton), v. 47, p. 250-254, 1958 apud INOUYE, S. Laboratory evaluation of gaseous
essential oils (Part 1). Int. J. Aromather (Provence), v. 13, n. 2/3, p. 95-107, 2003.
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De maneira a demonstrar a importancia da utilizacdo de Oleos voléateis no
tratamento de doencas cutaneas, alguns casos clinicos foram relatados por HARRIS
(2002):

o Tratamento de Tinea cruris em um paciente com 44 anos de idade e 15 anos de
historico da doenca, o qual apresentava, também, Tinea pedis. Foi administrada
uma logcdo contendo os 6leos de C. citratus, Leptospermum petersonii, Origanum
majorana, Satureja Montana, e Syzygium aromaticum, além de hidrolatos de
Achillea millefolium, Helichrysum italicum e Mentha piperita, estes com acéo
antiinflamatoria. A terapia foi realizada durante quatro semanas, sendo que na
terceira semana ndo se observou sinais de infec¢do. Adicionalmente, cuidados

com a higiene do corpo e das roupas foram importantes para prevenir reinfecgoes.

o Tratamento de caspa, causada por M. furfur, em uma paciente com 51 anos de
idade, empregando dois géis: um composto pelos Oleos de Cedrus atlantica,
Melaleuca ericifolia, Pogoslemon cablin, Pelargonium graveolens, Rosmarinus
officinalis e Santalum album ,e o outro por Cedrus atlantica, Cinnamomum
zeylanicum, Commiphora myrrha, Melaleuca ericifolia, Pogoslemon cablin,
Pelargonium graveolens, Rosmarinus officinalis, Santalum album e Veliveria
zizanioides. A escolha da base gel baseou-se na necessidade de promover a
circulagdo de ar no couro cabeludo e prevenir o contato com o calor e a
transpiracdo, podendo aumentar o crescimento do fungo. Em trés semanas de

tratamento, observou-se uma reducdo consideravel de crostas e eritema.

e Tratamento de candidiase cutanea (intertrigo) causada por C. albicans,
empregando-se uma logc&do contendo os 6leos de Cymbopogon martinii, Melaleuca
alternifolia e Lavandula x intermedia, e hidrolatos de Mentha piperita, Oryganum
marjorana e Thymus vulgaris. Na segunda semana de tratamento os sintomas
relacionados a infeccdo desapareceram, continuando as aplica¢cdes por mais duas

semanas, obtendo-se a cura da doenca.
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A utilizacdo de Oleos volateis no tratamento de micoses superficiais,
requer alguns cuidados especiais, de maneira a obter a completa cura da infeccao,
além de previnir reincidéncias. As doencas fungicas estdo relacionadas ao habitat e as
condi¢gBes imunoldgicas do hospedeiro. Assim, a mudanca de habitos alimentares e de
higiene €, em alguns casos, requerida, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida
do paciente (HARRIS, 2002).

7z

O tratamento de algumas patologias, como onicomicoses, €& longo,
podendo levar até 12 meses para se obter a cura das lesbes. Para tal, a adeséo do
paciente a terapia € fundamental. Sinais e sintomas podem desaparecer antes do
término do tratamento; entretanto, a suspensdo do medicamento ndo deve ser realizada

até que se complete todo o periodo estipulado (HARRIS, 2002).

Para micoses superficiais, exceto onicomicoses, recomenda-se a
incorporacao de 6leos volateis em bases aquosas, proporcionando uma boa penetragédo
na pele. Pomadas e pastas apresentam eficacia limitada, mas sao importantes no
tratamento de onicomicoses, pois formam uma camada oclusiva, que pode auxiliar na
fixacdo do 6leo na unha. Além disso, alguns compostos volateis, em altas doses,
podem causar reacdes de irritacdo e sensibilizacdo da pele. Nestes casos, recomenda-
se a diminuicdo da dose aplicada e 0 aumento da frequéncia das aplicacdes (HARRIS,
2002).
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3.2 OLEO VOLATIL DE Cymbopogon citratus

O Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Gramineae), popularmente conhecido
no Brasil como capim-cidrg, capim-limdo, capim-santo ou capim-cidreira (F. Bras. 1V,
2003), é uma planta bastante cultivada em nosso pais, especialmente no Rio Grande
do Sul. E uma espécie originaria da Asia e ocorre espontaneamente em regides
tropicais (GUENTHER, 1950).

As folhas de C. citratus s@o ricas em seu Oleo volatil, conhecido,
internacionalmente, como lemongrass. E um dos mais importantes 6leos volateis,
sendo empregado na obtencdo de citral, como fragrancia em cosméticos e
aromatizante em alimentos (GUENTHER, 1950; FERREIRA; FONTELES, 1989), além
de apresentar propriedades antimicrobianas, antioxidantes (BARATTA et al., 1998;
SACCHETTI et al., 2005), antiparasitarias (KIM et al., 2004) e inseticidas (OYEDELE,
2002; RAJAPAKSE; VAN EMDEN, 1997).

O oleo volatil é caracterizado pela presenca de monoterpenos, sendo o
citral, uma mistura de dois isdBmeros geométricos, geranial (citral a, forma trans) e neral
(citral b, forma cis), seu principal componente. Devido ao alto teor de citral, o 6leo
possui forte odor de limdo (GUENTHER, 1950; FERREIRA; FONTELES, 1989).

O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) (Figura 3.1) é utilizado como material
de partida na sintese de iononas e vitamina A, como fragrancia em cosmeéticos e
aromatizante em alimentos (GUENTHER, 1950; FERREIRA; FONTELES, 1989), e
apresenta atividade antimicrobina (CHAUMONT; LEGER, 1992; KURITA et al., 1981;
MAHMOUD, 1994; ONAWUNMI et al., 1984; ONAWUNMI, 1989; PALHANO et al.,
2004; WANNISSORN et al., 1996; WOLKEN et al., 2002) e inseticida (VARTAK et al.,
1994).
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CHO

FIGURA 3.1 — Estrutura quimica do citral.

O oleo volatil de C. citratus tem despertado grande interesse nas
pesquisas do Laboratério de Controle de Qualidade (Faculdade de Farmacia, UFRGS).
Inicialmente, investigagfes na composicdo quimica da planta coletada na cidade de
Porto Alegre foram realizadas. Neste estudo, verificou-se que o Oleo apresentava um
alto teor de citral (78,5), além de outros compostos, como acetato de geranila, geraniol

e B-mirceno.

Em 1994, deu-se continuidade aos estudos da atividade antimicrobiana do
Oleo volatil e de preparacdes extrativas do C. citratus. Neste trabalho, verificou-se a
acentuada atividade antifungica do O6leo volatil frente a C. albicans, obtendo-se a
inibicdo total da levedura quando utilizou-se 20 ul de 6leo nos ensaios de difusdo em
agar (SCHUCK et al., 2001).

Os resultados encontrados nos trabalhos, bem como os dados obtidos na
literatura em relagdo ao seu potencial microbiolégico, levaram ao desenvolvimento de
formulagdes de uso tdpico contendo em sua composicdo o 6leo volatil de C. citratus,

visando sua aplicacdo como antifungico (RAUBER, 2001).

A incorporacao do 6leo em bases semi-sélidas foi satisfatoria, em especial
em emulsdes ndo-ibnicas e gel hidrofilico. Estas formulacdes foram, entéo,
selecionadas para dar continuidade a novas pesquisas, além de outras formulacdes

descritas neste trabalho.
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3.2.1 Atividade antimicrobiana

As pesquisas relacionadas a avaliagcdo da atividade antimicrobiana do 6leo

volatil de C. citratus, bem como de seu principal componente, citral, iniciaram ha,

aproximadamente, 20 anos atras.

Diversos trabalhos tém demonstrado a atividade antibacteriana e

antifingica do Oleo volatil e de citral frente a espécies de bactérias e fungos,

causadores de infec¢cdes humanas e animais, bem como espécies responsaveis por

deterioracao de alimentos. Alguns resultados encontram-se relatados na Tabela 3.3.

TABELA 3.3 — Pesquisas envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo volatil de C.
citratus, em especial frente a espécies causadoras de infec¢cdes humanas e animais.

Espécie

Resultados

Referéncia

Escherichia coli
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus

Atividade antibacteriana
apresentada pelo 6leo e citral.

ONAWUNMI et al., 1984

E. coli

Avaliacdo da atividade
antibacteriana e mecanismo de
acao.

OGUNLANA et al., 1987

Epidermophyton floccosum
Microsporum canis
Trichophyton mentagrophytes
T rubrum

Atividade antifangica frente a 81%
das espécies testadas (total de 16
espécies).

LIMA et al., 1992

M. gypseum Atividade antifingica in vitro | KISHORE et al., 1993
T. rubrum (100% de inibicdo, a 1000 ppm —
acéo fungicida) e in vivo.
E. floccosum Atividade antifingica frente a|LIMA etal., 1993
M. canis todas as espécies avaliadas.
T. mentagrophytes
T. rubrum
E. coli (@] 6leo apresentou efeito | PATTANAIK et al., 1995a

bactericida e concentracéo
inibitéoria minima  (CIM)  de
1,66 pg/ml.

Continua na pagina 42.
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TABELA 3.3 — Pesquisas envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo volatil de C.
citratus, em especial frente a espécies causadoras de infec¢cdes humanas e animais.

Espécie

Resultados

Referéncia

Pseudomonas aeruginosa

Resisténcia apresentada pelo 6leo
volatil; CIM superior a 20 ug/ml.

PATTANAIK et al., 1995b

E. floccosum

M. gypseum

T. mentagrophytes
T. rubrum

O ¢6leo apresentou acao fungicida,
obtendo-se para T.
mentagrophytes, T. rubrum, E.
floccosum e M. canis a CIM de
122,5; 135; 115 e 235 pg/ml,
respectivamente. Cremes com 0
6leo demonstraram uma acao
dose-dependente.

WANNISSORN et al., 1996

Alcaligenes faecalis

A. niger

B. subtillis

E. coli

Lactobacillus plantarum
P. aeruginosa

S. aureus

S. pullorum
Streptococcus faecalis
Yersinia enterocolitica

Importante atividade
antibacteriana e  antioxidante
apresentada pelo Oleo,
demonstrando sua potente
aplicacéo na indUstria

farmacéutica e alimenticia.

BARATTA et al., 1998

Candida albicans

O Oleo volatil apresentou bons
resultados, inibindo 90% das
cepas testadas.

CARMO et al., 1998

S. aureus

B. subtilis

E. coli

P. aeruginosa

Avaliacao da atividade
antibacteriana na concentracédo de
20,9 mg/ml.

EL-KAMALI et al., 1998

Acinetobacter baumanii
Aeromonas sabria

C. albicans
Enterococcus faecalis
E. coli

Klebsiella pneomoniae
P. aeruginosa
Salmonella typhimurium
Serratia marcescens

S. aureus

O o6leo volatil inibiu o crescimento
de todos o0s microrganismos
testados; CIM de 0,06%; 0,12% e
0,06% (v/v) para S. aureus, E. coli
e C. albicans, respectivamente.

HAMMER et al., 1999

Continua na péagina 43.
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TABELA 3.3 — Pesquisas envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo volatil de C.
citratus, em especial frente a espécies causadoras de infec¢cdes humanas e animais.

Espécie

Resultados

Referéncia

Didymella bryoniae

Oleo volatil inibiu 100% do
crescimento micelar e a
germinacdo de esporos.

FIORI et al., 2000

Aspergillus fumigatus

Efeito inibitério pelos vapores do
Oleo, dificultando o crescimento do
fungo.

INOUYE et al., 2000

. albicans
. coli
. aureus

umao

Avaliacao da atividade de extratos
e do o6leo volatl; o Odleo
demonstrou acdo frente a todas as
espécies, em especial, C.
albicans.

SCHUCK et al., 2001

C. albicans

P. aeruginosa
S. typhi

S. typhimurium
S. enteritidis
Shigella flexneri
S. aureus
Vibrio cholerae

Verificou-se a importante acao
antibacteriana do o6leo frente a
bactérias causadoras de infeccbes
intestinais e respiratorias; para C.
albicans, evidenciou-se seu
potente efeito e sua importancia
no tratamento de  micoses
causadas pela levedura.

ALZAMORA et al., 2001

T. mentagrophytes
T. rubrum

Avaliacao da atividade antifungica
através de 2 métodos: exposicao
a vapores e diluicdo em agar. A
dose (vapor) e a concentracao
(diluicao) inibitéria minima para o
6leo de C. citratus foi de 1,0 e
50 ug/ml, respectivamente.

INOUYE et al., 2001

B. subtilis
Citrobacter spp.
C. diversus

E. coli
Klebsiella oxytoca
K. pneumoniae
P. aeruginosa
P. vulgaris

S. typhimurium
S. flexneri

S. aureus

Atividade antibacteriana, realizada
pelo método de difusdo em agar,
empregando 5 ul de 6leo e os
halos de inibicdo obtidos foram de
8 mm (C. diversus) a 17 mm (E.
coli).

CIMANGA et al., 2002

Continua na péagina 44.
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TABELA 3.3 — Pesquisas envolvendo a atividade antimicrobiana do 6leo volatil de C.
citratus, em especial frente a espécies causadoras de infec¢cdes humanas e animais.

Espécie

Resultados

Referéncia

C. albicans

Atividade antifingica apresentada
pelo 6leo volatil e citral.

ABE et al., 2003

Helicobacter pylori

O ¢6leo de C. citratus apresentou
maior atividade bactericida,
inibindo totalmente o crescimento,
na concentracdo de 0,01% (v/v);
as cepas estudadas nao
apresentaram resisténcia. Nos
ensaios in vivo, o n° de colbnias
nos animais infectados foi
reduzido apés administracdo oral
do dleo.

OHNO et al., 2003

A. fumigatus

T. mentagrophytes
S. pyogenes

S. aureus

E. coli

Determinacdo da dose inibitéria
minima de 7 6leos volateis, dentre
eles, C. citratus e citral. Os 6leos
foram mais ativos contra 0s
fungos filamentosos que bactérias
ou leveduras.

INOUYE, 2003

Listeria innocua

O Oleo volatili  apresentou

NGUEFACK et al., 2004b

L. monocytogenes moderada atividade
S. aureus antibacteriana; 0 efeito
antibacteriano frente a L. innocua
foi verificado pela técnica de
citometria de fluxo.
C. albicans Amplo espectro de acdo | SACCHETTI et al., 2005

Rhodotorula glutinis
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Yarrowia lypolitica

observado para o éleo volatil.

S. typhimurium

S. enteritidis

E. coli

Clostridium perferingens
Campylobacter jejunii

Atividade antibacteriana
apresentada para todas as
espécies testadas, em especial C.
perferingens e C. jejunii (halos de
inibicdo de 90 mm).

WANNISSORN et al., 2005
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A relacdo entre a atividade antimicrobiana e a composicdo quimica do
oleo volatil é fundamental para o melhor entendimento de suas propriedades, a fim de
verificar quais os componentes responsaveis por seu efeito antimicrobiano e possiveis

interacdes que possam existir entre eles.

ONAWUNMI e colaboradores (1984) realizaram uma importante
investigagcdo da atividade antimicrobiana do 6leo volatii e de alguns de seus
componentes (citral, citronelal, citronelol, geraniol, heptanona, linalol, limoneno e -
mirceno) frente a cepas de E. coli, B. subtilis e S. aureus. Verificou-se que a atividade
antibacteriana reside, principalmente, no citral; p-mirceno, heptanona e limoneno nédo
apresentaram atividade e os demais compostos demonstraram um pequeno efeito
bacteriano. Combinacdes de citral e os demais constituintes foram, também, avaliadas.
Os resultados obtidos sugerem que o B-mirceno, apesar de ndo apresentar atividade,

possa contribuir com a agéo exercida pelo citral, causando efeito sinérgico.

Outros trabalhos vém corroborar a importancia de citral no efeito inibitério
do d6leo volatil sobre os microrganismos. Resultados semelhantes foram obtidos para o
0leo (contendo citral na concentracdo de 75 a 78%) e para o citral na avaliacdo de suas
propriedades antibacteriana e antifingica (ONAWUNMI, 1989; WANNISSORN et al.,
1996). Nas pesquisas realizadas por WANNISSORN e colaboradores (1996) resultados
iguais foram encontrados na avaliagédo da atividade antifiungica do 6leo volatil e do citral
frente as espécies T. mentagrophytes, T. rubrum, E. floccosum e M. canis, obtendo-se
halos de inibicdo de 90 mm para ambas amostras, empregando-se 20 ul de cada nos
ensaios de difusdo em &gar; B-mirceno, ndo apresentou efeito inibitério. As atividades
antimicrobianas do citral e do 6leo volatil sdo semelhantes e, sob o ponto de vista
econdmico, o Oleo podera ser usado em substituicdo ao citral como agente
antimicrobiano (ONAWUNMI, 1989).

Além de apresentar efeito inibitério contra patégenos humanos, o 6leo
volatil tem uma importante atividade na inibicdo de fungos causadores de deterioragédo

de alimentos. Espécies de Aspergillus flavus e A. fumigatus, Fusarium moniliforme, F.
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oxysporum, Microphomina phaseoli, Penicillium chrysogenum, entre outras, s&o
responsaveis por causar doengas em algumas leguminosas, como ervilha e milho. O
crescimento microbiano de tais fungos foi inibido pela acdo antifungica do 6leo volatil
(ADEGOKE; ODESOLA, 1996; MISHRA; DUBEY, 1994; NGUEFACK et al., 2004a), o
qual apresentou amplo espectro de acao, superior aos fungicidas sintéticos (MISHRA e
DUBEY, 1994). Amostras de milho e ervilha, tratadas com p6 obtido das folhas de C.
citratus, e incubadas durante dez dias, ndo demonstraram sinais de deterioracdo. Nas
amostras controle observou-se modificacdes da cor e do odor, além da presenca de
insetos (ADEGOKE; ODESOLA, 1996).

O crescimento de fungos em alimentos pode causar alteracOes
organolépticas (cor, odor), mudanc¢as nas suas caracteristicas quimicas e nutricionais,
além da contaminacao por micotoxinas, como aflatoxinas, que séo altamente toxicas ao
homem e animais (PARANAGAMA et al.,, 2003). Aspergillus flavus é um importante
fungo causador de deterioracdo de cereais e legumes, responsavel pela producéo de
aflatoxinas; Fusarium verticillioides e F. proliferatum infectam o milho, produzindo
fumonisinas. O dleo volatil tem apresentado atividade inibitéria no crescimento micelar
destes fungos e na producdo de micotoxinas (PARANAGAMA et al., 2003; VELLUTI et
al., 2003; VELLUTTI et al., 2004).

Além do oleo volétil, o citral, também, apresenta efeito inibitério no
crescimento de fungos causadores de infecgcbes em plantas e na produgdo de toxinas,
0 que demonstra a sua importancia na atividade antifiUngica apresentada pelo 6leo
voléatil de C. citratus (MAHMOUND, 1994; WOLKEN et al., 2002). O efeito inibitério do
Oleo volatil e do citral, em combinacdo com a técnica de alta pressdo hidrostatica
(medida ndo térmica para a destruicdo de microrganismos), a esporos de
Colletotrichum gloeosporioides, foi avaliado por PALHANO e colaboradores (2004).
Este fungo é responsavel por causar antracnose no fruto de maméao, e a combinacao
das técnicas utilizadas foi capaz de reduzir, significativamente, a viabilidade dos

esporos de C. gloeosporioides.
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Assim, a utilizacdo do Oleo volatil de C. citratus na conservacdo de
alimentos constitui um método alternativo e econémico, possibilitando a auséncia ou a
reducdo do crescimento de microrganismos, especialmente, em cereais. Além disso,
uma melhor qualidade do produto e a reducéo dos efeitos indesejaveis causados pelos
fungicidas sintéticos podera ser alcancada (ADEGOKE; ODESOLA, 1996; MISHRA;
DUBEY, 1994; PARANAGAMA et al., 2003).

Conforme relatado, diversos trabalhos tém demonstrado a atividade
antibacteriana e antifngica do 6leo volatil de C. citratus, comprovando seu amplo
espectro de acdo e sua importancia no tratamento e controle de infec¢des. Na busca de
novas substdncias com propriedades antivirais, MINAMI e colaboradores (2003)
avaliaram a atividade antiviral in vitro e 0 modo de acao de alguns 6leos volateis contra
Herpes simples tipo | (HSV-1). O 6leo volatil de C. citratus apresentou significativo
efeito, inibindo completamente o crescimento do virus, a uma concentracdo de 0,1%,
destacando-se entre os demais Oleos testados (Cupressus sempervirens, Juniperus
communis, Melaleuca alternifdlia, Ocimum basilicum album, Mentha piperita, Origanum
majorana, Eucalyptus globulus, Ravensara aromatica, Lavandula latifélia, Citrus
limonum e Rosmarinus officinalis). Além disso, o0 modo de acdo apresentado pelos
Oleos se relaciona a inativacdo direta da particula viral, ligando-se ao envelope e as
glicoproteinas. Assim, o uso topico de 6leos volateis, especialmente, o 6leo de C.

citratus, pode ser promissor no tratamento de infec¢des causadas por HSV-1.

3.2.2 Mecanismo de acéo

O mecanismo de acdo dos Oleos volateis ndo esta, totalmente,
esclarecido. Sugere-se que sua acao ocorra, predominantemente, na membrana celular
dos fungos, através de alguns processos: destruicdo da membrana, alterando sua
fluidez e permeabilidade, e com isso, provocando a morte celular; inibicdo da
proliferacdo celular fungica; bloqueio da sintese da membrana e, inibicdo da respiracdo
celular (HARRIS, 2002).
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Neste sentido, algumas pesquisas foram conduzidas, buscando verificar o
efeito de alguns compostos, incluindo o 6leo volétil de C. citratus e citral, nas células de

microrganismos.

A acdo antifungica de oleos volateis esta relacionada com a estrutura
quimica dos compostos presentes nos mesmos. KURITA e colaboradores (1981)
avaliaram a atividade antifungica de quarenta substancias (aldeidos alifaticos e
aromaticos, alcoois, hidrocarbonetos), empregando sete espécies de fungos, com o
objetivo de verificar diferencas entre 0s compostos, no que se refere ao efeito bioldgico
e a natureza quimica dos mesmos. Desta forma, algumas constatacbes foram
possiveis: aldeidos alifaticos, que apresentam uma ou mais ligacdes duplas conjugadas
a carbonila, demonstram maior atividade antifingica; é&lcoois primarios sdo mais
potentes que os secundarios e tercidrios e, comparando-se a atividade antifingica do
componente alcool com o seu respectivo aldeido (citronelol e citronelal, por exemplo),
verifica-se que a presenca do radical hidroxil confere um maior efeito; a adicdo de
radicais alquil ao anel benzénico, como fenol e guaiacol, leva a um aumento da
atividade antifiingica, e tal efeito parece estar relacionado ao tamanho do radical alquil
presente (radicais maiores proporcionam uma maior atividade), em funcdo do carater
hidrofébico dos mesmos; os compostos hidrocarbonetos avaliados (limoneno, a e B-
pineno, canfeno, B-mirceno, B-cariofioleno e p-cimeno) ndo apresentaram atividade
antifingica. Ainda, os autores avaliaram a relacdo entre a atividade antifungica dos
compostos carbonilicos e a energia do orbital molecular, de maneira a elucidar seu
mecanismo de acdo. A atividade antifingica de aldeidos alifaticos (cinamaldeido, citral,
perilaldeido) €, em grande parte, devida a sua habilidade em formar complexo de

transferéncia de carga com doadores de elétrons das células fungicas.

A atividade antimicrobiana e o mecanismo de acao do 6leo volétil de C.
citratus nas ceélulas de Escherichia coli foi investigado por OGUNLANA e colaboradores
(1987), através de microscopia eletronica e pela investigacdo de alteracfes na parede
celular. O 6leo provocou alteragdes morfolégicas na superficie das células bacterianas,

causando alongamento das mesmas, inibicdo da formacdo do septo, formacdo de
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esferoplastos, producdo de vesiculas ou mesossomas, como, também, lise celular e
desenvolvimento de células anormais, além de interferir na sintese de peptideoglicanos.
Este tipo de resposta assemelha-se a ligagdo dos antibioticos B-lactamicos as
proteinas, como foi verificado na ligacdo de penicilina-proteina 3 de células bacterianas
(SATL e colaboradores, 1983 apud OGUNLANA et al., 1987).

Adicionalmente, o efeito antibacteriano dos 6leos volateis de Eucalyptus
citriodora, C. citratus, C. martiniii e Mentha piperita na viabilidade e morfologia de
células de E. coli foi avaliado por PATTANAIK e colaboradores (1995a). Os 6leos
testados apresentaram efeito bactericida, induzindo a destruicdo instantanea e

irreversivel das células bacterianas.

A acgdo de substancias volateis na membrana celular dos fungos relaciona-
se a possiveis alteracbes nas funcdes bioquimicas e nos processos enzimaticos da
mesma. Avaliando de forma mais especifica, ensaios realizados com cepas de Candida
(BARD et al., 1988) e Saccharomyces (BARD et al., 1988; URIBE et al.,, 1985)
demonstraram o0 modo de acdo de compostos volateis na membrana dos fungos. A
atividade antifangica de substancias lipofilicas reside em sua habilidade de destruicdo
das estruturas da bicamada lipidica, causando um aumento na fluidez e permeabilidade
da membrana, além de inibir a respiragédo celular, indicando um efeito na mitocondria

das células.

SALT, W.G.;STRETTON, R.J,;WALL, M.E. Ampicillin induced septum formation in Bacillus
cereus. Microbios (Cambridge), v. 36, p. 113-125, 1983 apud OGUNLANA, E.O.; HUGLUND,
S.; ONAWUNMI, G.; SKOLD, O. Effects of lemongrass oil on morphological characteristics and
peptidoglycan synthesis of Escherichia coli cells. Microbios (Cambridge), v. 50, p. 43-59, 1987.
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O efeito inibitério de sete 6leos volateis (Cinnamon zeylanicum - cinnamon
bark, Citrus junos - citron, Lavandula sp. - lavander, C. citratus - lemongrass, Perilla
acuta - perilla, Melaleuca alternifolia - tea tree e Thymus vulgaris - thyme) na respiragcéo
celular de quatro espécies de fungos filamentosos (Aspergillus fumigatus, Fusarium
solani, Penicillium expansum e Rhizopus oryzae) foi avaliado por INOUYE e
colaboradores (1998). Morfologicamente, a formacdo de esporos ou conidios dos
fungos foi suprimida pelos 6leos volateis, demonstrando uma atividade antiesporulante.
Os oleos volateis de liméo (citron) e alfazema (lavender) demonstraram uma acentuada
atividade inibitoria na respiracdo celular; entretanto, os 6leos de canela (cinnamon) e
capim-cidré (lemongrass) apresentaram uma potente inibicdo no crescimento dos
fungos e um leve efeito na esporulacdo ou respiragéo celular, sugerindo, desta forma,
que diferentes mecanismos encontram-se envolvidos no processo de elongacdo e
diferenciacdo da hifa. Os vapores dos 6leos volateis podem inibir a esporulagéo através
de duas maneiras: pela acdo direta na hifa aérea, e pelo efeito indireto no meio de

cultura ap6s a absorcéo do vapor.

Dando continuidade a esses estudos, INOUYE e colaboradores (2000)
avaliaram o efeito inibitério dos oleos volateis no crescimento apical da hifa de
Aspergillus fumigatus. Verificou-se que os 6leos inibiram o crescimento apical do fungo,
pelo acumulo direto de seus vapores no micélio. Diferencas em relacdo ao modo de
acdo dos Oleos utilizados foram observadas: os 6leos de limao (citron), alfazema
(lavender) e melaleuca (tea tree) apresentaram uma atividade rpida e reversivel,
podendo estar associada com a insercdo seletiva de seus componentes na porcao
lipidica da membrana celular do conidio; ao contrario, os 6leos contendo aldeidos como
principais constituintes (perila — perilla, e capim-cidr6 - lemongrass) foram mais
potentes, demonstrando uma atividade irreversivel, destruindo a membrana celular
através de reacdes de ligacdo cruzada. Os Oleos de tomilho (thyme) e canela
(cinnamon) demonstraram uma atividade intermediaria: o Oleo de timo, contendo
carvacrol como principal composto, foi capaz de desnaturar as proteinas da membrana
celular; a acdo moderada observada para o 6leo de canela, que contém cinamaldeido

como componente principal, pode ser devido, em parte, a sua baixa volatilidade e,
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consequentemente, baixo acumulo na membrana fangica. De um modo geral, de
acordo com o ciclo de vida de espécies de Aspergillus, os locais de acdo dos Oleos
volateis compreendem: o processo de germinacdo do conidio (formagdo do tubo
germinativo), o crescimento apical da hifa (elongacdo — micélio aéreo) e a esporulacdo
(formacdo da fialide e producdo de grandes quantidades de conidios). Resultados
semelhantes foram observados, também, para a espécie de T. mentagrophytes
(INOUYE, 2003).

A atividade antifiingica da fase gasosa tem sido usualmente determinada
pela zona de inibicdo do crescimento no meio inoculado com o microrganismo, apos
exposicdo a vapores de 6leos volateis; entretanto, a partir desta técnica, é dificil de
elucidar o modo de acdo do 6leo volatil, uma vez que o efeito inibitério pode ser
decorrente da acado direta dos vapores no fungo, ou se relaciona, indiretamente, a
absorcéo do 6leo no meio durante a incubacdo. Na avaliacdo da atividade antifungica
frente ao A.fumigatus verificou-se que os compostos volateis lipofilicos sédo absorvidos
pelo micélio do fungo através dos vapores dos oleos, e ndo, exclusivamente, por um
processo de difusdo, uma vez que a agua presente no meio de cultura impede a

solubilizacdo destes compostos (INOUYE et al., 2000).

Em estudos de biotransformacdo, WOLKEN e colaboradores (2002)
avaliaram a toxicidade de terpenos (acetaldeido, acido geréanico, citral, geraniol
metilheptanona e nerol) para esporos e micélios de Penicillum digitatum. O efeito toxico
causado pelos compostos afetou ndo somente a membrana celular, mas, também,
proteinas e enzimas presentes nas células, uma vez que a viabilidade de P. digitatum e
a atividade de bioconversdo foram suscetiveis aos efeitos provocados por tais
substancias. O citral apresentou maior toxicidade em comparagdo com os demais

terpenos.

O efeito de Oleos volateis, popularmente utilizados no tratamento de
infeccdes cutaneas, no crescimento de C. albicans foi investigado por ABE e
colaboradores (2003). O crescimento micelar da levedura, que corresponde a sua

capacidade de invadir os tecidos, foi inibido no meio de cultura contendo os 6éleos. O
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6leo de C. citratus e citral inibiram o crescimento micelar e a forma leveduriforme de C.

albicans.

PINA-VAZ e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antifangica de
Oleos volateis do género Thymus (T. mastichina, T. vulgaris e T. zygis) contra Candida
spp., empregando a analise citométrica de fluxo para prever o possivel mecanismo de
acdo. Através desta técnica é possivel verificar a lesdo da membrana plasmatica pelo
efeito citotoxico da substancia, empregando-se iodeto de propideo como corante.
Havendo destruicdo da membrana, as células mortas sao coradas. Os Oleos de T. zygis
e T. vulgaris, especialmente, 0s quais apresentam como componentes principais
carvacrol, timol e p-cimeno, demonstraram atividade antifingica, resultando diretamente
na destruicdo da membrana celular das leveduras. Sugere-se que 0s compostos

presentes em tais 6leos volateis (monoterpenos) agem como solventes da membrana.

A atividade antifangica do timol e eugenol foi avaliada por BENNIS e
colaboradores (2004), utilizando Sacharomyces cerevisiae como microrganismo
modelo. Os resultados obtidos demonstraram a ocorréncia de morte celular,
acompanhada de destruicdo das células. Adicionalmente, a analise microscépica
revelou que o eugenol induziu deformacfes na estrutura celular de muitas células
germinativas; o timol causou deformag¢des em algumas células germinativas, além de
romper a superficie de muitas células simples. Assim, sugere-se que o efeito destes
compostos depende da fase de proliferacdo celular, e a destruicio da membrana €&

acompanhada por uma alteracdo na sua superficie.

Atualmente, estudos de modelagem estrutural de atividade antifingica,
baseados na relacéo estrutura-atividade de compostos presentes em 6leos volateis sao
empregados, com o objetivo de verificar o efeito bioldgico da substancia. A atividade
antifingica de 22 compostos volateis (fendis, éteres fenolicos e aldeidos arométicos) foi
avaliada por VODA e colaboradores (2004) frente aos fungos Trametes versicolor e
Coniophora puteana, ambos responsaveis por causar a degradacdo da lignina e da
celulose na madeira. Apoés identificar os elementos estruturais comuns nos compostos

mais e menos ativos, quatro hipéteses foram formuladas: 1) compostos com dois ou
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trés grupos contendo oxigénio apresentaram uma pequena atividade contra os fungos
testados quando comparados com compostos que continham somente um grupo
oxigenado no anel aromatico; 2) substituintes na posi¢céo 2 do anel aromético diminuem
a atividade antifingica (o-cresol e guaiacol); 3) grupos contendo oxigénio na posicao 4
do anel aromatico (hidroquinona e coniferaldeido) diminuem, também, a atividade de
um composto, em comparacdo com compostos que apresentam grupos alquila
saturados ou insaturados na mesma posicdo (trans-anetol, cuminaldeido); 4)
compostos com grupos contendo oxigénio nas posicbes 2 e 4 do anel aromatico
(vanilina, etil vanilina e coniferaldeido) sdo menos ativos que compostos que
apresentam grupos oxigenados na posicao 2 e hidrocarbonetos na posicéo 4 (creosol,
eugenol, isoeugenol). Além disso, o tamanho da cadeia do hidrocarboneto influencia na
atividade antifangica e uma maior atividade € esperada para compostos de maior
cadeia. Através da técnica de QSAR (relacdo estrutura-atividade quantitativa) e analise
de regressao por PLS (minimos quadrados parciais) foi possivel obter uma correlacdo
entre a estrutura molecular dos compostos e sua atividade antifingica. Os resultados
obtidos coincidiram com a primeira e, parcialmente, com a terceira e quarta hipéteses,
sugerindo que os dados estruturais sdo importantes para os estudos iniciais de relacéo

estrutura-atividade.

3.2.3 Quantificacao

A separacao, identificacao e quantificagdo de compostos em 6leos volateis
(terpenos) séo realizadas, em sua grande maioria, através da cromatografia gasosa
(CG), apresentando uma alta sensibilidade na deteccédo de pequenas quantidades de
substancias (LOCKWOOD, 2001; McNAIR; MILLER, 1997) ou, em conjunto com outras
técnicas de analise, como a técnica de headspace, para a deteccdo de pequenas
quantidades de componentes volateis em plantas ou em matrizes complexas, como
preparacdes medicinais (LOCKWOOD, 2001).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma metodologia
amplamente empregada para a quantificacdo de substancias, em especial, na area
farmacéutica, para matérias-primas, medicamentos, materiais biolégicos, entre outros,
sendo preconizada, também, pelos codigos oficiais (F. Bras. IV, 1988; USP 28, 2005). E
uma técnica versatil, seletiva e sensivel, utilizada desde a fase de desenvolvimento de

farmacos e medicamentos, até o controle de qualidade.

A cromatografia liquida também pode ser empregada para a determinacao
de monoterpenos em preparacdes farmacéuticas ou materiais biologicos, isoladamente,
ou com técnicas complementares, como cromatografia gasosa, espectrometria de
massas, entre outras. Como exemplos, pode-se citar: determinacdo de mentol em
estudos de cinética enzimatica, empregando-se coluna de fase reversa e fase movel
metanol e agua (80:20, v/v), com deteccdo a 240 nm; doseamento de canfora em
plasma e urina de equinos, apds administracdo tépica de formulacées (CHAN, 2001);
avaliacdo da estabilidade de alcool perilico e formulacdo contendo tal substancia,
utilizando sistema de fase reversa, detector de arranjo de fotodiodo e deteccdo a 210
nm (GUPTA; MYRDAL, 2004).

TAO e PEREIRA (1998) desenvolveram um meétodo analitico por CLAE
para a analise e quantificacdo de carvona, cineol, alcool perilico, perilaldeido e sobrerol
na dieta alimentar de animais de laboratorio. Os compostos foram separados da mistura
empregando-se sistema de fase reversa e fase movel metanol:agua (72:28, viv). O
método proposto foi validado e apresentou linearidade, precisdo e exatiddo

apropriadas, podendo ser aplicado no controle de qualidade de tais preparacoes.

Com o objetivo de avaliar a composi¢cdo quimica do éleo de Salvia sclarea,
HUDAIB e colaboradores (2001) empregaram a CLAE e CG. Amostras de 6leo volatil
da planta coletada, bem como plantas infectadas com fabavirus e amostra comercial,
foram analisadas, utilizando coluna de fase normal (cianopropil) e fase mével n-hexano
(fluxo de 1,0 ml/min), com detector de arranjo de fotodiodo. Os componentes do 6leo
foram separados em diferentes grupos de classes quimicas (hidrocarbonetos, éteres,

ésteres e alcoois) e a composicdo das fracdes verificada por CLAE foi confirmada pela
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cromatografia gasosa, possibilitando a identificacdo de alguns compostos presentes no
0leo, como acetato de linalila, linalol e a-terpineol. Diferengas na composi¢do quimica
das amostras analisadas foram observadas empregando-se a combinagéo das técnicas

analiticas, bem como uma melhor caracterizacdo do 6leo voldatil.

De acordo com a literatura, o conteudo de citral presente no 6leo volatil de
C. citratus é determinado por CG (F. Bras. IV, 2003) e diversos trabalhos tém
empregado esta técnica analitica para a identificacdo e quantificacdo dos constituintes
presentes no Oleo volatil, especialmente, citral. Adicionalmente, WILSON e
colaboradores (2002) desenvolveram um método de espectroscopia na regido do
infravermelho proximo para a quantificacdo de citral nos 6leos de capim-cidro e de

limao.
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3.3 IRRITACAO DERMICA

A aplicacdo de preparacdes farmacéuticas ou cosméticas na pele, além de
cumprir uma funcdo especifica, pode causar um certo grau de toxicidade, como
irritacdo, alergia ou, havendo a penetracdo cutanea de uma determinada substancia,

efeito sistémico.

Preocupados com a seguranca e a eficacia de diversas preparacdes, em
especial, produtos cosméticos, orgaos fiscalizadores de paises como Brasil, Estados
Unidos e Unido Européia, regulamentam e fiscalizam, através de diretrizes especificas,
ensaios de toxicidade e critérios a serem seguidos pelos fabricantes (BRASIL, 2003a;
FDA, 2004; OECD, 2002).

Neste sentido, modelos experimentais in vivo e in vitro, 0s quais objetivam
verificar qualitativa e quantitativamente o efeito dos produtos sobre a pele ou regido dos

olhos, sao descritos.

O método padréo para avaliar o potencial de irritacdo cutanea, primaria ou
cumulativa, de um produto ou substancia na pele, foi descrito por DRAIZE e
colaboradores, em 1944 e, com algumas modificacdes, € empregado até os dias de
hoje (PINTO et al., 2003; ROBINSON et al.,, 1999). Este ensaio baseia-se na
quantificacdo das reacOes (edema e eritema) produzidas na pele de coelhos albinos
(raca Nova Zelandia) apos a aplicagdo do produto e, no caso de irritagcdo ocular, nas
reacbes observadas na coérnea, iris e conjuntiva. Esta metodologia aplica-se a
cosméticos, medicamentos, produtos quimicos, de higiene, perfumes e correlatos
(DRAIZE et al., 1944; PINTO et al., 2003; ROBINSON et al., 1999).

De modo geral, no teste de irritacdo dérmica empregam-se de 3 a 6
animais, dependendo do protocolo oficial, e o produto é aplicado na pele dorsal
tricotomizada dos coelhos, previamente submetidos a observacdo e sele¢cdo daqueles

isentos de escoriagbes ou qualquer tipo de irritacdo cutanea. O produto € mantido
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durante um tempo de exposi¢cdo de quatro horas e as leituras das reacdes produzidas
sao efetuadas 24 e 72 horas ap06s o inicio do teste (INCQS, 2002; OECD, 2002).

Os testes in vivo para a avaliacdo da seguranca de produtos sdo bastante
questionados por alguns pesquisadores, com énfase para o ensaio de irritacdo ocular.
Algumas técnicas alternativas estdo sendo desenvolvidas, principalmente, em virtude
da presséo exercida pelos 6rgaos de protecdo aos animais, com o objetivo de empregar
metodologias in vitro para a avaliacdo da irritagcdo ou corrosdo da pele (EUN; SUH,
2000; ROBINSON et al., 1999). Estas técnicas incorporam vantagens adicionais, tais
como sensibilidade e facilidade de execucao. Por outro lado, ndo se constituem em um
modelo que reproduza a resposta do ser humano ao agente agressor, necessitando de
testes complementares (EUN; SUH, 2000).

As técnicas de culturas celulares tém sido amplamente empregadas para
a avaliacdo da toxicidade dérmica de um produto ou substancia. Sdo metodologias
econdmicas, reprodutiveis e utilizadas para a redugdo ou substituicdo dos ensaios in
vivo (EUN; SUH, 2000; FRESHNEY, 1994). As linhagens celulares sao obtidas de
diversos 6rgdos ou tecidos, de origem humana ou animal, cultivadas e mantidas em
meios especificos, de maneira a manter suas caracteristicas e integridade
(FRESHNEY, 1994).

As metodologias desenvolvidas baseiam-se em testes de citotoxicidade,
verificando-se o efeito toxico de substancias nas células, através de parametros como
viabilidade celular, processos inflamatérios e alteracdes metabdlicas (EUN; SUH, 2000;
FRESHNEY, 1994). A viabilidade celular pelo uso de corantes vitais (MTT e vermelho

neutro) € um dos ensaios mais empregados (FRESHNEY, 1994).

Diversas técnicas vém sendo propostas para a avaliacdo da irritagcdo ou
corrosao da pele (FENTEM et al., 2001; ROBINSON et al., 2002):

o Teste de resisténcia elétrica transcutanea (TER): utiliza discos de epiderme de rato
para avaliar a integridade do extrato corneo (teste de corrosao).
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o Modelos de pele-equivalente: sdo culturas de células de queratindcitos humanos,
empregadas na avaliacdo da viabilidade celular pela reducdo do MTT (brometo de
3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazélio). S&o exemplos, EPISKIN® (modelo de
pele humana tridimensional, consistindo de epiderme reconstituida com extrato
cérneo funcional) e EpiDerm® (modelo de pele humana reconstituida, derivado de
gueratindcitos humanos, formando uma multicamada), empregados como testes
de irritacdo e corrosdo; CORROSITEX® (matriz de colageno reconstituido) e

PREDISKIN® (culturas de pele humana), empregados como testes de corrosao.

e Teste da orelha de porco: baseia-se na perda de agua trans-epidérmica (TEWL)

da superficie da pele, diferenciando substancias irritantes de néo irritantes.

o Teste da funcdo da integridade da pele de camundongo (SIFT): baseia-se na
avaliagdo da integridade da pele de camundongo, empregando como parametro

de avaliacdo a perda de agua trans-epidérmica e a resisténcia elétrica.

As metodologias in vitro fornecem informacdes importantes a respeito da
toxicidade de substancias ou produtos, podendo ser empregadas como estudos de
delineamento, a fim de verificar e selecionar produtos toxicos. Desta maneira, 0s
métodos alternativos proporcionam a reducdo de muitos experimentos in vivo, de

acordo com o conceito dos 3Rs (reduction, refinement e replacement).

Contudo, para que um meétodo in vitro possa substituir o ensaio em
animais, o mesmo deve ser validado, sendo capaz de predizer o resultado in vivo,

garantindo o mesmo nivel de protecdo e confiabilidade dos métodos regulamentados.

Até o momento, ndo existem métodos validados para substituir os ensaios
de irritacdo dérmica (ROBINSON et al., 2002); entretanto, para a avaliacdo da corrosao,
os testes de TER e o EPISKIN® foram validados e sdo capazes de diferenciar
substancias corrosivas de nédo corrosivas (LIEBSCH; SPIELMANN, 2002; ROBINSON
et al., 2002).
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As reacdes de irritacdo provocadas pela aplicacdo de um produto ou
substancia na pele envolvem processos inflamatérios, e os efeitos biol6gicos
produzidos dependem de muitos fatores, como a concentragcédo ou dose da substéncia,
a duracdo e frequéncia de exposicao, ao local da pele exposto, e ao potencial toxico
intrinseco do composto. A complexidade dos mecanismos que envolvem estas
respostas dificulta a correlacdo entre o modelo animal in vivo com os testes in vitro, e
as reacdes produzidas por tais metodologias podem ser influenciadas por diversos
fatores, como permeabilidade da membrana, natureza quimica da substancia,
caracteristicas individuais das espécies (idade, sexo, raca) e métodos de avaliagdo das
respostas a substéncia irritante (EUN; SUH, 2000; WELSS et al., 2004).

De um modo geral, a irritagdo provocada por determinada substancia na
pele € decorrente da destruicdo do extrato corneo (funcdo de barreira) e pelo efeito
direto nas células da pele. O composto, ao penetrar no extrato corneo, pode causar a
delipidagéo (desequilibrio do balanco lipidico) e desnaturagdo proteica, resultando em
alteracdo das camadas lipidicas e perda da funcéo de barreira. Estes processos podem
levar & perda de agua trans-epidérmica, aumentando a penetracdo da substancia
irritante nas camadas epidérmicas, principalmente, onde se encontram 0s
queratindcitos. Estas células desempenham um papel importante nos processos de

inicializacdo, modulacéo e regulacéo da inflamacao na epiderme (WELSS et al., 2004).

Os testes in vitro, de um modo geral, empregam culturas celulares
contendo células especificas (queratindcitos da epiderme e fibroblastos da derme, por
exemplo), ndo apresentando outras células que também sdo importantes no
mecanismo de inflamacdo da pele (células endoteliais sanguineas, células
inflamatodrias) (EUN; SUH, 2000). No ensaio in vivo de irritacdo cutanea primaria da
pele, o ponto final é verificado pela formacdo de edema e eritema, decorrentes da
inflamacdo vascular da pele (aumento do fluxo sangliineo e da permeabilidade
vascular, infiltracdo leucocitaria e degeneracdo epidérmica). As culturas celulares néao
contém todas as estruturas e substancias envolvidas neste processo, além da
diferenciacéo celular e a estrutura da pele (EUN; SUH, 2000; WARD et al., 1998).
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A maior sensibilidade apresentada nos testes in vitro foi verificada por
HAYES e MARKOVIC (2002), na avaliacao da toxicidade do 6leo volatil de Backhousia
citriodora, o qual contém, predominantemente, citral em sua composi¢cdo. Os ensaios
de citotoxicidade foram realizados empregando-se culturas celulares de fibroblastos e
células epiteliais de pele humana. Comparando-se os resultados obtidos nos testes in
vitro com os estudos em animais, verificou-se uma maior sensibilidade apresentada
pelas culturas celulares, devido, provavelmente, ao acumulo de metabdlitos no interior
das células, resultando em uma diferenciacdo nos processos de biotransformacédo e
excrecdo, bem como as diferencas fisiologicas entre a pele dos animais de laboratorio e

a pele humana.

CRUZ (2003) realizou um estudo com 204 amostras de produtos
cosméticos (batons, pds-compactos, bases faciais, sombras, méscaras para cilios,
sabonetes liquidos, lapis e delineadores), empregando metodologias in vivo (irritacdo
dérmica, ocular e da mucosa oral) e in vitro (citotoxicidade e reatividade biol6gica em
culturas celulares), para avaliar a seguranca bioldgica dos produtos. Comparando-se os
resultados obtidos nos testes in vivo e in vitro verificou-se que a percentagem de
amostras positivas no teste de irritacdo cutanea e ocular foi menor em relagéo ao teste
com linhagens celulares. Adotando-se o critério da Farmacopéia Americana, que
considera como amostras positivas aquelas que apresentam indice de Zona (1Z) maior
que 2, e considerando que toda a amostra ndo reativa no teste in vitro elimina a
necessidade de avaliacdo in vivo, observou-se uma reducdo bastante significativa no
namero de animais utilizados. Do total de 1861 animais empregados, 1527 poderiam

ser poupados.

A partir dessas observacOes, verifica-se a importancia de empregar
métodos alternativos como testes complementares e pré-seletivos na avaliacdo da
irritacdo dérmica de preparacdes farmacéuticas, principalmente, em produtos
cosmeticos. Além disso, estas técnicas sdo econdmicas e fornecem resultados em um

menor intervalo de tempo quando comparadas com os testes com animais.
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Numa outra abordagem, deve-se considerar que métodos para a
identificacdo do potencial alergénico e irritante de fragréancias, incluindo citral, séo,
também, desenvolvidos. Citral € empregado em diversos produtos cosméticos, de
higiene, desinfetantes e perfumes, e rea¢des alérgicas, como eczema nas maos, estao
associadas a exposicdo de produtos contendo citral, durante um longo periodo
(CARDULLO et al., 1989; HEYDORN et al., 2003a; HEYDORN et al., 2003b). Além
disso, citral € relatado por apresentar propriedades irritantes e alergénicas (ALLENBY
et al., 1993; BASKETTER; SCHOLES, 1992; BASKETTER et al., 1994; FROSCH et al.,

1995).

Em um outro estudo conduzido por MOTOYOSHI e colaboradores (1979),
citral demonstrou ser severamente irritante na pele de coelhos, cobaias, porcos

(concentracdo de 100%) e em humanos (32% em acetona).

STELTENKAMP e colaboradores (1980) realizaram um estudo em
voluntarios, empregando o teste de oclusdo da pele com produtos contendo citral.
Reacdes de hipersensibilizacdo foram somente observadas quando utilizou-se
preparacdes com altas concentracdes de citral (1 a 5%, em etanol). A exposicao ao
citral em produtos comerciais (cremes, sabonetes, detergentes, xampus) ndo induziu

hipersensibilizacdo nos voluntarios.

Contudo, OPDYKE (1976) verificou que compostos que induzem reacdes
de hipersensibilizacdo em humanos podem ser indcuos quando presentes em 6leos

volateis ou em misturas de fragrancias, conforme observado para o citral.

De acordo com a International Fragrance Association (IFRA) e a
Associagdo Brasileira das Industrias de Oleos Essenciais, Produtos Quimicos
Aromaticos, Fragrancias, Aromas e Afins (ABIFRA), no que se refere aos critérios de
utilizacdo de matérias-primas para a preparacao de fragrancias, o citral é classificado
como uma substancia da categoria S (especifica), ou seja, deve ser utilizado se estiver

em conformidade com certos critérios de pureza ou em combinacdo com outros
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compostos que impecam a sensibilizacdo (6leos volateis, 25% de d-limoneno, ou

misturas de terpenos citricos ou de a-pineno, por exemplo).

Na monografia do citral, elaborada pela Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD), pode-se verificar algumas informacoes
importantes no que se refere a sua toxicidade dérmica. O citral é irritante para a pele e
nao irritante para os olhos, de acordo com os ensaios realizados em coelhos; em
humanos, quando empregado a uma concentracdo de 8% (em vaselina), foi irritante
para a pele. Além disso, apresentou baixa toxicidade aguda em roedores e coelhos
(dose letal média > 2000 mg/kg e 2250 mg/kg, respectivamente) (OECD, 2001).

Os Oleos volateis, de um modo geral, podem causar irritacdo,
sensibilizacdo e fototoxicidade. Para o 6leo volatil de C. citratus, poucos estudos foram
realizados em relagdo a sua toxicidade dérmica. A irritabilidade oftalmica de uma
solucdo alcoodlica contendo os Oleos volateis de C. citratus (2%) e Plectrantus
amboinicus (1%) foi avaliada empregando o teste de Draize. A formulacao testada foi

classificada como ligeiramente irritante (ROMAY et al., 1996).
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3.4 NANOCAPSULAS

Para que ocorra o efeito terapéutico € necessario que a substancia ativa,
em formas farmacéuticas convencionais, seja liberada e distribua-se nos sitios de acéo
especificos. Para tal, geralmente empregam-se doses terapéuticas relativamente altas
para se obter o efeito desejado, ocorrendo, muitas vezes, aumento dos efeitos adversos
e toxicidade dos farmacos.

Em virtude destes problemas, diversas pesquisas estdo sendo realizadas
na area tecnologica, no sentido de melhorar e controlar o destino de certos farmacos,
através de sistemas de liberagcdo adequados. Esses sistemas sdo denominados de
"sistemas de direcionamento ou vetorizacdo de farmacos", os quais permitem o
direcionamento do farmaco no seu local especifico de acdo, evitando a competicdo com
outros tecidos e proporcionando alta concentracdo do mesmo no 6rgao ou tecido
desejado (SOPPINMATH et al., 2001).

A utilizacdo desses sistemas na éarea farmacéutica estd sendo
amplamente estudada, buscando melhorar determinadas propriedades, como:
mascaramento de sabor e odor desagradaveis de substancias ativas (alcaldides e
sulfas, por exemplo), protecdo de certos farmacos contra a umidade, calor e oxidacao
(vitaminas, hormonios), prevengdo de incompatibilidades entre substancias de uma
mesma formulacdo e liberacdo controlada de farmacos (antibacterianos,
antineoplasicos, analgésicos, imunossupressores). Com isso, melhor especificidade de
acdo, aumento da penetracdo celular e/ou protecdo contra a inativacdo da molécula
ativa, melhor estabilidade, reducdo dos efeitos indesejados e da toxicidade podem ser
obtidos (BARRATT, 2000; GUTERRES et al., 1995; SOPPINMATH et al., 2001).

As nanoparticulas sdo sistemas carreadores submicrométricos de
farmacos, de grande interesse na area farmacéutica, caracterizadas por particulas
esféricas, com diametro inferior a 1 um, classificadas em nanocapsulas (NC) ou
nanoesferas (NS) (SCHAFFAZICK et al., 2003). Do ponto de vista farmacéutico, as
nanocapsulas apresentam vantagens, pois possibilitam a incorporacdo de substancias
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lipofilicas, uma vez que apresentam em sua cavidade central um liquido oleoso
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

A inclusdo de substancias ativas em nanoparticulas tem sido proposta
para diversas classes de farmacos, incluindo anticancerigenos, antiinflamatérios,
antiinfecciosos, antiglaucoma, farmacos proteicos e peptidicos (GUTERRES et al.,
1995; PINTO-ALPHANDARY et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os métodos de preparagdo de NC envolvem a polimerizacdo de
mondmeros alquilcianoacrilatos (polimerizagao in situ) ou a dispersao de polimeros pré-
formados (QUINTANAR-GUERRERO et al.,, 1998; SOPPINMATH et al., 2001;
VAUTHIER-HOLTZSCHERER et al.,, 1991). A polimerizacdo in situ apresenta como
desvantagem a presenca de mondmeros e oligdmeros teciduais, que possuem elevada
toxicidade, bem como, a presenca de outros reagentes no meio reacional,
possibilitando a formacédo de ligacdes covalentes entre 0 mondémero alquilcianoacrilato
e o farmaco (NISHIOKA; YOSHINO, 2001; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

O método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado foi
desenvolvido por FESSI e colaboradores (1989), o qual consiste em uma fase organica
(acetdnica) contendo o farmaco lipofilico, o polimero, o 6leo (mistura de triglicerideos de
cadeia média, entre outros) e o tensioativo lipofilico (por exemplo, monoestearato de
sorbitano), e uma fase aquosa contendo o tensioativo hidrofilico (por exemplo,
polissorbato 80). A fase organica é vertida sobre a fase aquosa e as NC séo formadas
imediatamente pela forte difusdo do solvente em agua, provocando a emulsificacdo
espontanea da solucéo oleosa na forma de nanogoticulas contendo o farmaco. No final
do processo, 0 solvente é removido por evaporacdo, sob pressdo reduzida. As NC

formadas a partir desta técnica apresentam didmetro médio entre 100 e 500 nm.

Uma nova técnica para a preparacao de nanocapsulas foi proposta por
QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1998), denominada emulsificacao-difuséo,
a qual baseia-se na formacéo inicial de uma emulsdo O/A, formada a partir de um 6leo,

um polimero e um farmaco, empregando-se um solvente parcialmente miscivel em
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agua (carbonato de propileno), e de uma dispersdo aquosa de um tensioativo. Esta
técnica apresenta como vantagens o uso de pequenas quantidades de solvente,
obtencdo de particulas com didmetro entre 80 a 900 nm, controle da espessura da
parede polimérica e a possibilidade de formar NC com um nudcleo aquoso interno
(LEGRAND et al., 1999).

As pesquisas relacionadas a incorporacdo de substancias ativas em
sistemas nanoparticulados, em especial nanocapsulas, concentram-se na preparagao
de suspensfes que possam ser empregadas pelas vias oral, intramuscular, intravenosa
e ocular; entretanto, alguns trabalhos sdo realizados com o objetivo de incorporar estas

suspensdes em preparacdes farmacéuticas de uso tépico, aplicadas na pele.

Nanocapsulas de poli-ge-caprolactona contendo diclofenaco, preparadas
pela técnica de nanoprecipitagdo, foram incorporadas em um hidrogel e avaliadas em
relacdo as suas propriedades fisico-quimicas e estabilidade. Através dos testes
empregados e dos resultados obtidos, pode-se verificar a viabilidade tecnoldgica da
incorporacdo de sistemas nanoparticulados em uma base semi-sélida; as NC
mantiveram-se intactas ap0s o armazenamento a temperatura ambiente, durante trés
meses (MILAO et al., 2003).

ALVAREZ-ROMAN e colaboradores (2001) avaliaram as propriedades
fisico-quimicas e a fotoprotecéo in vivo (cobaias) de géis contendo suspensdes de NC
com octil metoxicinamato (Parsol MCX®), preparadas a partir da técnica de disperséo
de polimero pré-formado (poli-e-caprolactona). Os resultados obtidos demonstraram
que a aplicacado tépica das preparacdes contendo as nanoparticulas foi mais efetiva em
proteger a pele dos animais, apds a inducdo de eritema com luz ultravioleta UVB
365/312 nm, por 15 minutos, quando comparadas com formulacdes controle (géis
contendo o fotoprotetor e nanocapsulas livre de Parsol®). Esta maior protecdo pode
estar relacionada a alta especificidade e area superficial, cobrindo a superficie da pele,

melhorando, desta forma, o efeito fotoprotetor.

65




Revisédo de Literatura

3.5 ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS

O controle de qualidade de medicamentos tem por objetivo assegurar a
qualidade e eficacia do produto, garantindo a sua adequabilidade em relacdo aos fins
para os quais se destina. Além disso, as diversas etapas necessdarias para o
desenvolvimento e a produgdo de um produto farmacéutico incluem, entre outros,
testes de estabilidade, através de condi¢cdes especificas, descritas em guias de

regulamentacao.

A necessidade de realizar um estudo de estabilidade em produtos
farmacéuticos baseia-se em fatores importantes, relacionados ao paciente, garantindo a
administracao de produtos estaveis, nao deteriorados; aos aspectos legais, que exigem
que todos os medicamentos cumpram com suas condi¢des de identidade, efetividade,
poténcia, pureza e seguranca durante o periodo em que se encontram disponiveis no
mercado e até 0 momento de seu uso; e aos aspectos econdémicos, que envolvem o
fabricante, o médico e o paciente (NUDELMAN, 1975).

A degradagdo de produtos farmacéuticos pode ser classificada em
quimica, fisica ou bioldgica; entretanto, para determinados farmacos, mais do que um
modo de degradacdo pode ocorrer. Em geral, a perda da estabilidade de um produto
afeta a sua eficacia e seguranca, ou a facilidade de seu uso e aceitabilidade pelo
paciente. Desta forma, a perda da poténcia é o fator mais relevante dos efeitos.
Considera-se que um produto € estavel quando sua poténcia esta reduzida a ndo mais
que 10% (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999; NUDELMAN, 1975).

Outro fator importante é a toxicidade apresentada por certos produtos de
degradacao, causando, muitas vezes, um dano maior ao paciente do que a perda da
eficacia da substancia ativa (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999; NUDELMAN, 1975).

Os estudos de estabilidade visam estabelecer as condicdes de
conservacao e o periodo de vida util de produtos farmacéuticos, assegurando a

estabilidade do medicamento até o momento de seu uso pelo consumidor, e envolvem
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varias fases de desenvolvimento. Estes testes aplicam-se a farmacos e as formas
farmacéuticas que os contém (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999; NUDELMAN,
1975).

Assim, durante as etapas de desenvolvimento e dependendo da fase em
que o produto se encontra, diferentes fatores podem ser avaliados. Inicialmente, avalia-
se a estabilidade intrinseca do farmaco e o desenvolvimento de métodos analiticos
capazes de detectar os produtos de degradacdo. Apds, determina-se a formulagdo mais
adequada e verifica-se se a mesma é estavel (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

Muitos fatores podem afetar a estabilidade de um produto, incluindo a
estabilidade da(s) substancia(s) ativa(s), potencial de interacdes entre os componentes
presentes na formulacdo, processo de producdo, forma farmacéutica, sistema de
embalagem, condicbes ambientais durante o transporte e o0 armazenamento do
produto, tempo entre a producdo e o uso pelo consumidor e fatores ambientais
(temperatura, radiagbes, umidade, pressdo, solventes, gases atmosféricos, pH,
interacdes, contaminagdo microbiana) (GRIMN; THOMAE, 1987; KOMMANABOYINA,
RHODES, 1999; NUDELMAN, 1975).

A estabilidade do farmaco nas formulagbes depende dos tipos de
materiais utilizados, das condicbes de transporte e estocagem, do modo de
armazenamento pelo consumidor e a estabilidade in vivo. Os efeitos de instabilidade de
um produto incluem: perda da poténcia da substancia ativa, aumento da concentracao
da substancia ativa, troca da atividade biol6gica, perda de uniformidade de conteudo,
presenca de microrganismos, perda do aspecto, presenca de produtos de degradacéo
toxicos, entre outros fatores (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

O tempo de vida 0til (tgoe,) de um medicamento é aquele periodo em que o
mesmo mantém-se em condi¢cdes de uso, conservando as caracteristicas iniciais, tais
como: concentracdo da substancia ativa em, no minimo, 90% do valor rotulado, eficacia
terapéutica, inocuidade, caracteristicas farmacoldgicas e organolépticas. E determinado

através de estudos de estabilidade, utilizando-se condi¢cbes experimentais drasticas e,

67




Revisédo de Literatura

através dos dados obtidos, extrapolam-se valores para as condicbes normais
ambientais (LACHMAN et al., 2001).

Os estudos de estabilidade compreendem duas etapas de avaliacéo:
testes acelerados e testes confirmatdrios (BRASIL, 2005; ICH, 2003a; NUDELMAN,
1975). Os estudos acelerados estdo relacionados com os processos de degradacéao,
destinados a aumentar a velocidade de degradacdo quimica e modificacdo fisica de
uma substancia e/ou alteracdes nas caracteristicas das formas farmacéuticas, usando
condicdes forcadas de armazenamento, com o proposito de monitorar as reagfes de
degradacao e prever o prazo de validade nas condigbes normais de armazenamento.
Sao realizados para avaliar a estabilidade intrinseca do farmaco, através de métodos
de envelhecimento acelerado, submetendo-se as formulagbes farmacéuticas as
condicbes drasticas de temperatura, umidade, luz, entre outros, por um determinado
periodo de exposicdo. Técnicas analiticas, fisico-quimicas e microbiologicas sao
empregadas para avaliar especifica e quantitativamente a concentragcdo das
substancias e/ou de seus produtos de degradacédo (ICH, 2003a; GRIMN; THOMAE,
1987; KOMMANABOYINA; RHODES, 1999; NUDELMAN, 1975). Além disso, estes
ensaios tém por finalidade determinar a formulagdo mais estavel entre as propostas
para um produto farmacéutico, observando-se sinais de degradacdo de formas
farmacéuticas especificas (NUDELMAN, 1975).

Nos estudos de degradacao forcada é possivel verificar a sensibilidade da
amostra e, também, elucidar produtos e rotas de degradacdo, além de fornecer
informacdes importantes para o desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos a

serem utilizados nos estudos confirmatérios (NUDELMAN, 1975).

Os estudos de longa duracdo séo realizados com o objetivo de
estabelecer as informagdes necessarias sobre a manipulacdo, embalagem e rotulagem
dos produtos. Sdo realizados com o objetivo de verificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um produto farmacéutico durante e,

opcionalmente, apés o prazo de validade esperado. Os resultados sdo usados para
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estabelecer ou confirmar o prazo de validade, e recomendar as condi¢cdes de
armazenamento (BRASIL, 2005; ICH, 2003a).

As condicbes experimentais para a realizacdo dos testes de estabilidade,
estabelecidas pelo International Conference on Harmonisation (ICH) para fins de

estudos mundiais e registro de produtos farmacéuticos compreendem (ICH, 2003a):

a) Casos gerais

- teste de longa duracdo: temperatura 25 °C + 2 °C, 60% + 5% umidade relativa

(UR), durante 12 meses;

- teste acelerado: temperatura 40 °C + 2 °C, 75% + 5% UR, por 6 meses.

b) Substancias estocadas sob refrigeracao:

- teste de longa duracéo: temperatura 5 °C + 3 °C, durante 12 meses;

- teste acelerado: temperatura 25 °C + 2 °C, 60% + 5% UR, durante 6 meses.

c) Substancias estocadas em freezer:

- teste de longa duracéo: temperatura -20 °C + 5 °C, durante 12 meses.

Para o registro de produtos de paises situados em zonas climaticas
quente/seca (zona lll) e quente/imida (zona 1V), destinados ao mercado mundial, as
condicbes recomendadas para os testes de longa duracdo e acelerado séao:
temperatura de 30 °C + 2 °C, 65% + 5% UR, durante 12 meses (teste de longa duracéo)
e temperatura de 40 °C + 2 °C, 75% + 5% UR, durante 6 meses (ICH, 2003b).

No Brasil, a ANVISA, através da Resolu¢do — RE n° 1, de 29 de julho de
2005, autorizou a publicacdo do “Guia para a realizagdo de estudos de estabilidade”,
apresentando os procedimentos e as condi¢des para a realizacdo deste estudo. Para a
concessdo do prazo de validade provisério de 24 meses, os estudos acelerados

deverdo ser conduzidos a:
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- temperatura de 40 °C + 2 °C, 75% + 5% UR, durante 6 meses, para produtos
armazenados as temperaturas de 15 a 30 °C, embalados em recipientes semi-

permeaveis;

- temperatura de 25 °C + 2 °C, 60% + 5% UR, para produtos armazenados em
refrigerador (temperaturas de 2 a 8 °C), embalados em recipientes semi-

permeaveis;

- temperatura de 40 °C + 2 °C e 25 °C + 2 °C, para as formas farmacéuticas
armazenadas as temperaturas de 15 a 30 °C e 2 a 8 °C, respectivamente,

embaladas em recipientes impermeaveis;

- temperatura de -20 °C + 5 °C, para todas as formas farmacéuticas armazenadas a

temperatura de -20 °C.

Os estudos de estabilidade de longa duracdo devem ser realizados a
temperatura de 30 °C + 2 °C e 5 °C + 3 °C, para produtos armazenados as
temperaturas de 15 a 30 °C e de 2 a 8 °C, respectivamente (BRASIL, 2005).

O prazo de validade dos produtos devera ser confirmado mediante a
apresentacdo de um estudo de estabilidade de longa duracéo, realizado durante 24
meses (BRASIL, 2005).

Os testes de estabilidade deverdo ser conduzidos com o produto em sua
embalagem original e os métodos utilizados para sua avaliacdo deverdo contemplar
determinacdes fisico-quimicas e microbiolégicas, quando necessario, determinacdo
qualitativa e quantitativa da(s) susbtancia(s) ativa(s), bem como de subprodutos e/ou
produtos de degradacdo, utilizando metodologia analitica adequada e validada
(BRASIL, 2005; ICH, 2003a).
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3.5.1 Fotoestabilidade

A reacdo fotoquimica € uma fonte importante de degradacdo, n&o
somente no periodo de armazenamento, mas durante a produ¢do do medicamento
(YOSHIOKA et al., 1994).

E um processo complexo, devido ao nimero de variaveis envolvidas.
Inicialmente ocorre a absorcdo direta de energia pelas moléculas e formacédo de
produtos intermediarios (radicais livres) que ddo origem as reacfes subsequentes.
Diferentes tipos de rea¢Bes podem ser inicializadas, como reducéo, hidrdlise, oxidacdo
e reducdo, isomerizacao, rearranjo de anéis, modificacdo ou polimerizacao, e fatores
como a intensidade e o comprimento de onda da radiagdo, assim como o tamanho e a
forma do recipiente que contém a amostra podem influenciar na velocidade de reacéao.
As moléculas da substancia podem ser afetadas direta ou indiretamente pela radiagéo,
dependendo de como a energia radiante é transferida para a mesma. A reacdo
fotoquimica ocorre quando as moléculas que absorvem as radiagdes sado os reagentes
da reacao principal; por outro lado, quando as moléculas que aborvem a radiacdo néao
participam, diretamente, da reacdo (excipientes, impurezas ou produtos de degradacéao,
por exemplo), mas transferem energia para outras moléculas, tem-se um efeito
fotossensibilizante (indireto) (LACHMAN et al., 2001; NUDELMAN, 1975; TONNESEM,

2001).

E importante salientar que a estabilidade fotoquimica da substancia,
isoladamente, ou em um solvente puro, pode n&o predizer a absorgéo ou a estabilidade
da mesma na formulacdo, uma vez que o tipo de preparacdo pode influenciar na
fotodecomposicao da substancia (TONNESEM, 2001).

A fotoestabilidade de produtos farmacéuticos é assegurada pelo uso de
fontes de luz que simulem a luz solar ou da sala (YOSHIOKA et al., 1994). De acordo
com as recomendacoOes descritas pelos guias, duas fontes de luz podem ser utilizadas
em estudos de fotoestabilidade: 1) fonte com emissao padréo similar ao D65 (luz do dia

externa, 1ISO 10977)/ID65 (luz do dia indireta), a qual pode ser obtida com lampadas
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fluorescentes combinadas com lampadas com emissdo ultravioleta (UV) ou visivel,
xendnio ou metal-haletos, com filtros de vidro que permitam emissao ao redor de 320
nm; 2) lampada branca fluorescente fria, similar a 1ISO 10977, e fonte de luz UV
fluorescente, que possua uma distribuicdo espectral de 320 a 400 nm, e emisséo
maxima de energia entre 350 e 370 nm (ICH, 1996b).

Os estudos de fotoestabilidade de substancias poderéo ser realizados em

duas etapas: teste de degradacéo forcada, com o objetivo de avaliar a fotosensibilidade

do material e seus produtos de degradacdo, empregando a substancia, isoladamente,
ou em solucdo/suspensédo, e submetendo-a a condi¢bes variadas de exposicdo, de

acordo com sua sensibilidade a radiacdo luminosa (ICH, 1996b); testes confirmatérios,

nos quais as amostras deverao ser expostas a ndo menos que 1,2 milhdes de lux.hora,
integrados a uma energia de ultravioleta proxima de ndo menos que 200 watt horas/m?,

para permitir uma comparacao direta entre a substancia ativa e o produto (ICH, 1996b).

7

Uma das condicbes para que a reacdo fotoquimica ocorra é que a
molécula tenha maximos de absorcdo de luz na regido de comprimento de onda da
fonte de radiacdo. Praticamente, todos os farmacos empregados nas preparacdes
farmacéuticas apresentam maximos de absorcéo na regido do UV (NUDELMAN, 1975).
Face a estas observacdes, alguns estudos de fotoestabilidade sdo realizados

empregando-se lampadas germicidas com emissdo em 254 nm.

CARDOSO (2000) avaliou a estabilidade fotoquimica da terbinafina,
utilizando duas fontes de luz, uma com emissao a 254 nm e outra com espectro de
emissdo entre 320 e 400 nm. Os resultados obtidos permitiram verificar que a
terbinafina € sensivel a irradiacdo da lampada UV 254 nm, obtendo-se dois produtos de
degradacao, sendo o principal identificado, como o isémero cis da terbinafina. Amostras
de comprimidos e cremes contendo terbinafina foram, também, submetidas a

fotodegradacéo e verificou-se que os cremes apresentaram maior instabilidade.
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3.5.2 Cinética quimica

Os métodos utilizados para predizer o periodo de vida utii de um
medicamento baseiam-se em reacgdes fisico-quimicas, e o processo de degradacgéo
envolve uma ou mais reacdes, cuja velocidade pode ser calculada. O estudo da cinética
de degradacdo é fundamental para o estudo de estabilidade de preparacdes
farmacéuticas, e tem como principais objetivos: obter, experimentalmente, os dados
cinéticos; correlaciona-los, por equa¢bes matematicas; propor o mecanismo das
reacOes de degradacao; estabelecer condicbes para acelerar ou diminuir a velocidade
de reacdo (NUDELMAN, 1975).

Os processos de envelhecimento acelerado fundamentam-se na
determinacdo da velocidade de degradacdo a temperaturas elevadas, objetivando,
também, verificar o prazo de validade ou tempo de vida Util (tgoss) de um produto, a
temperatura ambiente. A determinagao do tgoy € importante, uma vez que, geralmente,
um medicamento € considerado estavel durante o periodo no qual o teor de farmaco
nao seja reduzido em mais que 10% (NUDELMAN, 1975).

Os primeiros estudos foram desenvolvidos por Garret e Carper, em 1955.
A estabilidade em condi¢cbes ambientais pode ser estimada a partir de dados obtidos a
temperaturas elevadas, pela aplicacdo de leis fisico-quimicas, utilizando a equacgéo de
Arrhenius para determinar o prazo de validade do medicamento; Kennon, em 1964,
desenvolveu um método baseado na construcdo de um modelo de degradacao que
permite verificar o tgos, (LACHMAN et al., 2001; NUDELMAN, 1975). O método de
Amirjahed utiliza a velocidade média de degradacdo, correspondente a cada
temperatura experimental, para calcular o tempo de vida util e, a partir desses dados,
elabora-se um gréfico, pelo qual, obtem-se, por extrapolacdo, 0 tgo, @ 25 °C
(AMIRJAHED, 1977).

As reacbes de degradacdo nos medicamentos ocorrem a velocidades
definidas, s@&o de natureza quimica e compreendem: hidrélises, oxidagoes,

isomerizacbes, racemizacdes, rearranjos, dimerizagOes, rupturas de ligacbes e
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polimerizacbes, influenciadas por fatores como: concentracdo dos reagentes,
temperatura, pH, radiacdes, presenca de catalizadores, entre outros (LACHMAN et al.,
2001; NUDELMAN, 1975).

As velocidades de reacdo podem classificar-se como de ordem zero,
primeira ordem ou segunda ordem, de acordo com 0s expoentes que afetam as
concentracdes dos reagentes (LACHMAN et al., 2001; NUDELMAN, 1975). A ordem de
reacdo € uma grandeza experimental, determinada a partir da lei de velocidade da
reacdo quimica, verificando-se a concentracdo de amostras retiradas no decorrer da
reacdo quimica (NUDELMAN, 1975).

A reacdo de ordem zero ocorre quando a velocidade de reacdo é
independente da concentragdo da substancia ativa e o fator limitante pode ser, por
exemplo, a solubilidade ou a absorcédo da luz em certas reacdes fotosensiveis. Se os
resultados dos estudos de estabilidade seguirem uma reagdo de ordem zero, um
grafico de concentracao (C) em fungcdo do tempo (t) dara origem a uma reta, cuja
inclinacdo corresponde a constante de velocidade de reacdo (K). Quando as
velocidades de reacdo dependem da concentracdo do reagente, a reacao segue uma
cinética de primeira ordem. Neste caso, obtem-se uma reta quando o logaritmo da
concentracdo (log C) é representado em funcdo do tempo (t). A cinética de segunda
ordem ocorre quando a velocidade de reagcdo depende da concentracdo de dois
reagentes, ou a segunda poténcia da concentracdo de um deles. A representacao
grafica para este tipo de reagéo € o inverso da concentracdo (1/C) em funcao do tempo

(t), obtendo-se uma reta (LACHMAN et al., 2001; NUDELMAN, 1975).

A determinacdo da ordem de reacao € realizada a partir de procedimentos
analiticos (quimicos, fisicos ou microbiolégicos), empregados para determinar
especifica e quantitativamente a concentracdo da substédncia de interesse
(NUDELMAN, 1975).
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3.5.3 Oleos volateis

Os Oleos volateis sdo caracterizados por apresentar moléculas instaveis,
sendo facilmente suscetiveis as reacdes de degradacdo. A degradacdo dos
componentes tende a ocorrer apés um prolongado periodo de armazenamento ou em

funcdo de inadequadas condi¢des de estocagem (TISSERAND, 1996).

Os principais fatores responsaveis pela degradacéo dos 0Oleos volateis sédo
0 oxigénio atmosférico, o calor e a luz, e reacdes de oxidacao, polimerizacdo podem
ocorrer, ocasionando mudancas nas suas caracteristicas (sabor, cor e viscosidade, por
exemplo). Estes processos podem levar a formacao de produtos de degradacédo, pela
decomposicdo quimica de um ou mais componentes presentes no 6leo volatil e, com
isso, ocasionando a perda da eficacia e da seguranca do Oleo. Além disso, a
degradacao reduz o valor comercial dos Oleos volateis, podendo, também, constituir um
fator de risco quando empregados externamente, provocando reacgfes alérgicas ou
irritantes (0leo de terebentina e Oleos de pinho, por exemplo) (TISSERAND, 1996).
Reac0Oes alérgicas causadas por 6leos ricos em terpenos (pinho, junipero, cipreste e
frutas citricas) foram relatadas, devido a hidroxiperoxidos formados durante a
estocagem (TISSERAND; BALACS, 1995 apud SAWAMURA et al., 2004); os produtos
da degradacdo oxidativa do 6leo de melaleuca (peréxidos e epOxidos) causaram
reacOes de hipersensibilidade na pele (HAUSEN et al., 1999 apud SAWAMURA et al.,
2004).

TISSERAND, R.; BALACS, T. Essential oil safety. London: Churchill Livingstone, 1995 apud
SAWAMURA, M.; SON, U-S.; CHOI, H-S.; KIM, M-S.L.; PHI, N.T.L.; FEARS, M.; KUMAGAI, C.
Composition changes in commercial lemon essential oil for aromatherapy. Int. J. Aromather
(Provence), v. 14, p. 24-36, 2004.

HAUSEN, B.; REICHLING, J.; HARKENTHAL, M. Degradation products of monoterpenes are
the sentisizing agents in tea tree oil. Am. J. Contact Dermat (Philadelphia), v. 10, p. 68-77,
1999 apud SAWAMURA, M.; SON, U-S.; CHOI, H-S.; KIM, M-S.L.; PHI, N.T.L.; FEARS, M
KUMAGAI, C. Composition changes in commercial lemon essential oil for aromatherapy. Int. J.
Aromather (Provence), v. 14, p. 24-36, 2004.
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Para prevenir possiveis reacfes de degradacdo, recomenda-se conservar
os Oleos volateis dessecados e livres de impurezas, acondicionando-os em frascos de
pequeno volume, em embalagens neutras (a¢o inoxidavel, vidro ambar),
completamente cheios e hermeticamente fechados, estocados em baixas temperaturas

(como refrigerador ou freezer) ou em atmosfera de nitrogénio (TISSERAND, 1996).

Pesquisas envolvendo estudos de estabilidade do oleo volatil de C.
citratus sdo pouco descritas na literatura. Maiores informacgdes sdo obtidas em relacéo

ao citral, seu principal componente.

FREEBURG e colaboradores (1994) avaliaram a estabilidade de emulsdes
e bebidas contendo o 6leo volatil de liméo e citral, armazenadas as temperaturas de 4,
25, 35 e 45 °C. A degradacédo de citral € fortemente afetada pela temperatura: em
bebidas armazenadas a 45 °C, citral degradou quase que completamente, apos 40
horas de exposicdo; entretanto, quando armazenadas a 4 °C, a concentragdo de citral
diminuiu cerca de 30% ap6s 20 dias de armazenamento. Além disso, verificou-se que a
degradacao de citral € pH dependente, sendo mais rapida para as amostras que
apresentavam pH 2,7, em comparacdo com amostras de pH 3,3, para todas as
temperaturas. Nestas condicdes, citral é bastante instavel e se deteriora rapidamente.
Os principais produtos de degradacéo identificados nas bebidas foram p-cimeno e a-
terpineol, este formado ndo somente pela degradacdo de citral, mas, também, pelos
outros terpenos. A formagao de p-cimeno aumentou, significativamente, em bebidas de
baixo valor de pH (2,7), indicando a dependéncia do pH para a formacdo deste

composto.

Um outro estudo, realizado por SAWAMURA e colaboradores (2004),
demonstrou, também, um aumento na concentra¢cdo de p-cimeno no Oleo volatil de
limdo, associada a degradacao de y-terpineno e citral, quando amostras de 6leo volatil

foram armazenadas a temperatura de 25 °C, com aeracao (3 min/dia).

Estudos de estabilidade de extratos fluidos a 70% de C. citratus foram

realizados por CHANFRAU e colaboradores (2003), verificando-se o comportamento
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das amostras frente ao calor (45 °C, por 30 dias), a luz (luz natural, 30 dias) e ao pH
(acido e basico). As amostras foram avaliadas em relacdo a suas caracteristicas
organolépticas e ao teor de citral, por cromatografia em camada delgada. Os resultados
obtidos permitiram verificar que o produto sofreu variagcdes importantes em relagcdo ao
teor de citral quando submetido aos testes acelerados de estabilidade. A concentragéo
de citral diminuiu cerca de 40% e 30% quando os extratos fluidos foram expostos ao
calor e a luz, respectivamente. Apds 30 dias de exposi¢cdo a luz natural observou-se,
também, a formac&o de um provéavel produto de degradacdo. Em meio fortemente acido
(HCI 0,1 M), ap0s 72 horas de exposicdo, a degradacdo de citral foi total e a amostra
apresentava particulas em suspenséo, além da formagcdo de um precipitado escuro;
resultados semelhantes foram obtidos em meio fortemente béasico (NaOH 0,1 M),

entretanto, ndo se observou particulas suspensas e precipitado na solucgéo.
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4.1 MATERIAS-PRIMAS

As substancias quimicas de referéncia e as matérias-primas empregadas

neste trabalho estdo descritas a seguir:

e  Substéncias quimicas de referéncia (SQR)

- citral, pureza de 95%, adquirido da Sigma Aldrich (Alemanha)

- nistatina, com 5552 Ul/mg de poténcia (Schemicals®)

e Oleo volatil

oleo volatil de Cymbopogon citratus, adquirido da Destilaria Maripa — PR, em

setembro de 2001 (validade 3 anos)

o Excipientes

alcool cetilico (Delaware, Porto Alegre)

- &lcool cetoestearilico etoxilado (Eumulgin B2® — Delaware, Porto Alegre)
- butil-hidroxi-tolueno (BHT — Delaware, Porto Alegre)

- carboxipolimetileno (Carbopol 940® — Delaware, Porto Alegre)

- imidazolidiniluréia (Germall 115® — Delaware, Porto Alegre)

- monoestearato de glicerila (Henrifarma, S&o Paulo)

- monoestearato de sorbitano (Span 60 — Delaware, Porto Alegre)

- oleato de isodecila (Cetiol V® — Delaware, Porto Alegre)

- poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila) (Eudragit S100° — Almapal, S&o

Paulo)
- poliacrilato de glicerila (Lubragel MS® — Delaware, Porto Alegre)
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- polissorbato 80 (Delaware, Porto Alegre)
- propilenoglicol (Delaware, Porto Alegre)

- trietanolamina (Alpha Quimica, Porto Alegre)
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4.2 METODOS

4.2.1 OLEO VOLATIL

4.2.1.1 Determinacdo do teor de citral por cromatografia gasosa (CG) (F. Bras. 1V,
2003)

A separacdo e quantificacdo dos principais componentes presentes no
Oleo volatil foram realizadas através de cromatografia gasosa capilar, em um
cromatografo gasoso Perkin Elmer (Autosystem XL, Shelton, USA), equipado com
detector de ionizacdo de chamas (CG/DIC), utilizando como gas de arraste nitrogénio
(1 ml/min), a uma pressdo de 80 kPa; coluna capilar de 30 m de comprimento e
0,25 um de didmetro interno, preenchida com polidifenildimetilsiloxano, com espessura
de filme de 0,25 um; temperatura da coluna de 60 °C a 300 °C, a 15 °C por minuto (total
de 20 minutos); temperatura do injetor a 220 °C e temperatura do detector a 250 °C. O
Oleo volatil foi diluido na razdo de 2:100, em éter etilico, e a quantidade de solucédo de

amostra injetada foi de 1 pl.

As concentracdes relativas, em percentagens, foram obtidas por
integracdo eletrdnica, e a caracterizagdo dos constituintes foi baseada no indice de

retencao linear (indice de Kovats), segundo a expressao:

IK = 100xn + (100x (try — tr,)
(trz+1 - trz)

Onde:

n = nimero de atomos de carbono do alcano de menor peso molecular
try = tempo de retencdo do composto “x” (intermediario a tr; e try.;)
tr, = tempo de retencao do alcano com “n” carbonos

tr,.+1 = tempo de retencdo do alcano com “n + 1” carbonos
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4.2.1.2 Avaliacdo da atividade antifungica do 6leo volétil e do citral (F. Bras. 1V,
1988; SCHUCK et al., 2001)

A avaliacdo da atividade antifungica do 6leo volatil de C. citratus e de seu
principal componente, citral, foi realizada pelo método microbiologico de difusdo em
agar com discos de papel, frente a oito espécies de Candida: Candida albicans ATCC
10231, Candida albicans ATCC 18804, Candida albicans IC-I (isolado clinico), Candida
albicans IC-ll, Candida glabrata ATCC 2001, Candida krusei ATCC 6258, Candida
tropicalis ATCC 750 e Candida parapsilosis ATCC 220109.

Para a manutencdo das culturas foi empregado agar Sabouraud dextrose
4% (Merck), em tubo inclinado, bem como para o preparo da camada base e dos
inoculos. Solucdo salina estéril (0,9%) foi utilizada para preparar a suspensdo das

leveduras.

Os materiais foram previamente esterilizados, a vidraria em estufa, a
180 °C, por duas horas, e os meios de cultura e demais solu¢cdes em autoclave, a
120 °C, por 15 minutos.

As cepas de Candida spp. foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose
4%, a 25 °C, por 48 horas. ApoOs este periodo, preparou-se a suspensao dos
microrganismos apresentando 25% + 2% de transmitancia, a 580 nm, em
fotocolorimetro (Analyser 800, S&o Paulo, Brasil). O inoculo utilizado para cada

levedura foi na concentragéo de 1% (v/v).

O padrdo utilizado foi a nistatina, na concentracdo de 0,3 mg/ml,
preparada em agua estéril. A nistatina foi dissolvida, primeiramente, em metanol (3,0

mg/ml) para posterior obtencéo da solucao final.

Os discos de papel foram previamente impregnados com as amostras de
oleo volatil, citral, solucdo padrdo e branco (20 ul em cada disco), mantidos em

dessecador a vacuo, por 24 horas, em geladeira. Para a preparagcdo do branco
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(controle negativo) utilizou-se as mesmas propor¢cdes de metanol e agua empregadas

na obtencéo da solug&o padréo.

As aliquotas de Oleo volatil e de citral testadas foram: 2,0; 4,0 e 8,0 pl.
Para cada quantidade empregada utilizou-se seis discos de papel, colocados,

individualmente, em placas de Petri.

Em capela de fluxo laminar, distribuiu-se, por placa, 20 ml de meio de
cultura. Apos solidificacdo dessa camada base, adicionou-se 5 ml de inéculo, deixando-
se solidificar novamente. A seguir, os discos de papel contendo as amostras foram
adicionados. As placas foram incubadas a temperatura de 35 °C + 2 °C, por 24 horas e,
apos este periodo, realizou-se a leitura do diametro dos halos de inibicdo, com auxilio

de paquimetro digital (Starret® - Série 727, Itu, Brasil).

4.2.1.3 Resultados e discussao

A composicdo quimica do 6leo volatil de C. citratus € caracterizada pela
presenca de compostos monoterpénicos, dentre eles, hidrocarbonetos, cetonas,
aldeidos e ésteres. A qualidade do oleo volatil é determinada pelo seu conteldo em
aldeidos, principalmente citral, que devera encontrar-se na faixa de 70 a 85%, e, de
acordo com a Farmacopéia Brasileira (2003), o 6leo volatil deve ser constituido de, no

minimo, 60% de citral.

O dleo volatil de C. citratus apresentou coloracdo amarelo clara, odor forte

e caracteristico.

Os principais componentes do 6leo volatil encontrados na amostra
comercial foram: neral (31,70%) e geranial (44,24%), além de outros compostos, como

geraniol, acetato de geranila e -mirceno, em concentragbes menores.
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A analise da amostra comercial do 6leo volatil por cromatografia gasosa
demonstrou um teor de citral (neral e geranial) de 75,94%. Desta forma, verifica-se que
a concentragdo de citral obtida encontra-se de acordo com os limites estipulados na
literatura, e de acordo com o0s experimentos previamente realizados (RAUBER 2001).
Neste trabalho, amostras do Oleo volatil, empregadas no desenvolvimento de
formulacdes semi-sélidas, foram obtidas da planta coletada em Viamao/RS, as quais

apresentaram um teor de citral de 75 a 81%.

E importante salientar que para dar continuidade aos estudos de
desenvolvimento de tais formulagdes, necessitava-se de grandes quantidades de 6leo,
0 que levou a adquiri-lo comercialmente. Neste sentido, a qualidade do 6éleo foi
verificada em relacdo ao seu componente majoritario, ao qual €, principalmente,
atribuida sua atividade antimicrobiana. Assim, a concentracao de citral presente no 6leo

volatil foi determinada, experimentalmente, e situou-se na faixa de 70 a 80%.

Além de determinar o teor de citral, verificou-se a poténcia do 6leo volatil
em relacdo a espécie de C. albicans ATCC 10231, empregada como referéncia em
trabalhos realizados com o mesmo, bem como frente a outras espécies do género
Candida, buscando, também, avaliar a atividade antifingica de seu principal

componente.

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antifingica do 6leo volatil

e do citral encontram-se nas Tabelas 4.1 e 4.2.
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TABELA 4.1 — Valores dos didmetros dos halos de inibicdo (mm) obtidos na avaliacédo
da atividade antifungica do 6leo volétil de C. citratus, frente a espécies de Candida.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)*

Espécie Quantidade de oOleo testada (ul) Controles (20 pl)

2,0 4,0 8,0 P B
C. albicans ATCC 10231 18,6 27,4 > 40 18,8 R
C. albicans ATCC 18804 13,3 22,5 >35 18,8 R
C. albicans IC | 12,6 27,3 > 40 17,8 R
C. albicans IC Il 14,4 27,3 > 50 17,9 R
C. glabrata ATCC 2001 19,3 25,1 > 30 17,3 R
C. krusei ATCC 6258 12,3 14,4 19,6 15,4 R
C. parapsilosis ATCC 22019 8,9 18,3 28,8 13,5 R
C. tropicalis ATCC 750 12,8 19,2 29,5 15,6 R

*: média de seis determina¢des; P = solugéo nistatina (0,3 mg/ml); B = branco; R = resistente

TABELA 4.2 — Valores dos diametros dos halos de inibicdo (mm) obtidos na avaliagéo

da atividade antifingica do citral, frente a espécies de Candida.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)*

Espécie Quantidade de 6leo testada (ul) Controles (20 ul)

2,0 4,0 8,0 P B
C. albicans ATCC 10231 19,6 27,8 > 40 18,6 R
C. albicans ATCC 18804 12,5 20,6 > 35 18,8 R
C. albicans IC | 14,8 20,3 > 40 17,8 R
C. albicans IC Il 14,5 26,1 > 35 18,5 R
C. glabrata ATCC 2001 18,8 22,5 > 30 17,3 R
C. krusei ATCC 6258 12,3 14,3 19,7 15,1 R
C. parapsilosis ATCC 22019 9,0 18,1 27,5 14,0 R
C. tropicalis ATCC 750 12,4 22,2 32,6 18,1 R

*. média de seis determinagdes; P = solugédo nistatina (0,3 mg/ml); B = branco; R = resistente
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Na avaliacdo da atividade antifungica do O6leo volatil e do citral os
resultados obtidos demonstraram que as amostras apresentaram atividade frente todas
as espécies de Candida testadas. Uma maior atividade foi observada para as espécies
de C. albicans. Além disso, as cepas de C. albicans ATCC 10231 e IC Il mostraram-se
mais sensiveis, uma vez que com 8 ul de oleo volatil verificou-se uma inibicdo parcial
do microrganismo, observando-se o crescimento do mesmo somente nas extremidades

da placa de Petri.

Por outro lado, observou-se que a espécie mais resistente é C. krusei,
obtendo-se halos de inibicdo inferiores as demais espécies empregadas, para todas as
quantidades de oOleo utilizadas. Para a espécie de C. parapsilosis verificou-se uma
pequena atividade antifingica empregando-se 2,0 ul do 6leo; entretanto, aumentando-
se a concentracdo do mesmo, observou-se um acentuado aumento nos halos de
inibicdo. Esta menor atividade foi, também, verificada para o antifUngico padréo, a

nistatina.

E importante ressaltar que, empregando-se 4,0 e 8,0 pl de 6leo volatil (ou
de citral) observa-se, além do halo de inibicdo formado, uma diminuigdo do crescimento
da levedura ao redor do mesmo. Além disso, os halos formados sdo assimétricos,
dificultando, desta forma, a sua medida. Estas observacdes podem estar relacionadas a
volatilizacdo do Oleo na placa, obtendo-se diferentes concentracdes de vapor em

determinadas regies da mesma, resultando em halos pouco nitidos.

Ainda, € possivel verificar que o efeito inibitorio do 6leo volatil sobre a
levedura de C. albicans relaciona-se a sua concentracdo. Empregando-se 8 ul de éleo
tem-se uma inibicdo parcial, havendo a formacdo de um halo com didmetro médio
superior a 40 mm; em outros trabalhos, utilizando-se 20 ul de 6leo, verificou-se a
inibicdo total do crescimento do fungo (RAUBER, 2001; SCHUCK et al., 2001).

Comparando-se a atividade antifingica do 6leo volatii com a nistatina,
verifica-se uma maior atividade demonstrada pelo mesmo. Empregando-se uma

quantidade de 20 ul da solucédo de nistatina (que corresponde a 6,0 ug de farmaco) os
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halos de inibicdo formados foram inferiores quando se utilizou 4,0 ul de éleo volétil e de
citral (que corresponde a, aproximadamente, 3,5 ug) para as diferentes espécies de
Candida, com excec¢do de C. krusei (Tabelas 4.1 e 4.2). Da mesma forma, uma maior
atividade do Oleo volatil em relagdo a nistatina foi verificada para todas as leveduras
quando quantidades equivalentes de nistatina e de citral (6 pg) foram utilizadas,

empregando-se 8 ul de dleo volatil.

O estudo comparativo da atividade antifingica do 6leo volatil e do citral
demonstrou, para todas as espécies de leveduras utilizadas, atividade semelhante entre
as amostras, uma vez que os halos de inibicdo obtidos, para as diferentes quantidades

testadas, foram similares.

Adicionalmente, algumas pesquisas tém demonstrado a atividade
antifangica do 6leo volétil frente a espécies de Candida, destacando-se, a C. albicans
(ABE et al., 2003; CARMO et al., 1998; MISHRA; DUBEY, 1994). Nos ensaios de
diluicAo em agar, a concentragao inibitéria minima foi de 0,05-0,06% (v/v) (HAMMER et
al., 1999; ONAWUNMI, 1989).

Ainda, os resultados obtidos neste trabalho assemelham-se aos
encontrados por RAUBER (2001) em relagdo a espécie de C.albicans ATCC 10231
(Tabela 4.3). Verificou-se que pequenas variacdes na composicdo quimica do 6leo,
decorrentes do seu local e condigcdes de cultivo, ndo interferiram na sua atividade
antifngica. A amostra comercial, apesar de apresentar um menor teor de p-mirceno
(1,2%), por exemplo, demonstrou agcdo antifungica semelhante, em comparacdo com
amostras de 6leo contendo de 8 a 13 % deste componente. Assim, pode-se comprovar
que a amostra comercial de 6leo voléatil € adequada para ser empregada na preparacao

das formula¢des desenvolvidas neste trabalho.
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TABELA 4.3 — Comparacao dos resultados obtidos por RAUBER (2001) na avaliagdo
da atividade antifungica do 6leo volatil de C. citratus frente & C.albicans ATCC 10231.

Quantidade de oleo Diametro dos halos de inibicéo (mm)
esata
2,0 13a18 18,6

4.0 >25 27,4

8,0 P P

IP = inibicéo parcial (halo com diametro médio superior a 40 mm)

De posse dos resultados obtidos, pode-se verificar a importante atividade
antifngica apresentada pelo 6leo volatil de C. citratus para todas as espécies de
Candida analisadas, confirmando, desta forma, o seu potencial efeito antifingico. Além
disso, evidencia-se seu amplo espectro de acdo, exercendo efeito inibitério no
crescimento de cepas albicans e ndo-albicans, estas, também, responséveis por causar
candidiases superficiais, mas com menor frequéncia quando comparadas com a
incidéncia de C. albicans. Comparando-se os halos de inibicdo obtidos para as cepas
de C. albicans ATCC e isolados clinicos, verifica-se que os valores obtidos foram
semelhantes. Estes resultados demonstram, novamente, o importante efeito inibitorio
exercido pelo éleo volatil, uma vez que cepas isoladas de pacientes podem apresentar
uma maior viruléncia e, consequentemente, maior resisténcia a determinados
antifungicos. Ainda, observa-se que a presenca de citral € fundamental para a acdo
antifingica, sendo o principal componente responsavel por tal atividade, corroborando
com os dados obtidos da literatura (ABE et al., 2003; INOUYE, 2003; ONAWUNMI et
al., 1984; ONAWUNMI, 1989).
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4.2.2 SUSPENSAO DE NANOCAPSULAS (NC)

4.2.2.1 Preparacédo (FESSI et al., 1989)

As suspensdes de NC de poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila)
(Eudragit S100®) contendo o 6leo volatil de C. citratus foram preparadas através do
método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado, apresentando os

constituintes descritos na Tabela 4.4.

TABELA 4.4 — Componentes empregados na preparacao das suspensdes de NC.

Componentes Quantidade
oleo volatil 2549
. Span 60 0,1125¢g
Fase organica
Eudragit S100® 0,15¢g
acetona 40 ml
Tween 80 0,1125¢g
Fase aquosa
agua 40 ml

A fase organica, apos completa mistura dos componentes, foi vertida,
lentamente, sobre a fase aquosa (previamente homogeneizada), mantida sob agitacao
moderada, por 10 minutos, a temperatura ambiente. As NC foram formadas,
imediatamente, ap0s a mistura. A seguir, a suspensdo coloidal foi submetida a
evaporacdo, a temperatura de 30-35 °C, em evaporador rotatorio (Buchi), para a
eliminagdo do solvente organico, a um volume final de 40 ml. As suspensdes foram

preparadas em triplicata.
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4.2.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

4.2.2.2.1 Determinacéao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em potencidmetro previamente
calibrado (Digimed DM-20, Séo Paulo, Brasil) com solu¢des tampéao pH 4,0 e 7,0,
diretamente nas suspensdes coloidais, apds a preparacdo. Os resultados representam

a média de trés amostras.

4.2.2.2.2 Determinacao do diametro meédio das particulas

O diametro meédio das particulas coloidais foi determinado por
espectroscopia de auto-correlacdo pela difusdo de raio monocromatico laser
(goniometer BI-200M/versdo 2.0, Brookheaven Instruments, Holtsville, USA). As
analises foram realizadas no Laboratorio de Instrumentacdo e Dindmica Molecular
(Departamento de Quimica — UFRGS). Os resultados foram expressos em nanémetros

(nm).

4.2.2.2.3 Determinacao do teor de citral presente nas suspensdes de NC

A concentracdo total de citral, principal componente do 6leo volatil,
presente nas nanoestruturas, foi determinada mediante a dissolucdo das NC,
empregando-se etanol. Para este fim, foram transferidas aliquotas de 1,0 ml de cada
suspenséo para baldes volumétricos de 20 ml, completando-se o volume com etanol. A
partir desta solucdo, transferiu-se 1,0 ml para baldo volumétrico de 25 ml e, apés, o
volume foi completado com n-hexano, e desta, transferiram-se 2,0 ml para balédo
volumétrico de 10 ml, completando-se o volume com n-hexano, a fim de obter solu¢des
com concentracao teorica de, aproximadamente, 19 ug/ml. A quantificacao foi realizada

por CLAE, de acordo com as condi¢bes experimentais descritas no item 4.2.4.2. Esta
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determinacédo foi realizada ap0s a preparacdo das suspensdes. Os resultados foram
expressos em concentracdo total de citral (teor %) e representam a média de trés

amostras.

4.2.2.2.4 Avaliagdo morfologica das suspensdes de NC

Uma gota da suspensao de NC foi colocada sobre um suporte de cobre
(formvar) com a face da pelicula voltada para baixo, deixando-se em contato durante
dois minutos. Retirou-se a grade, eliminando o excesso de amostra com papel filtro.
Apés, a grade foi colocada em contato com uma solucdo aquosa de acetato de uranila
a 2%, durante trés minutos. O excesso de acetato de uranila foi retirado com papel
filtro, deixando-se secar. As NC foram examinadas por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) (Microscépio Eletronico de Transmissao JEOL - JEM 2010). As

analises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS.

4.2.2.3 Resultados e discussao

Com objetivo de incorporar o 6leo volatil em particulas poliméricas, foram
preparadas suspensdes de NC pelo método de nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989),
utilizando-se como polimero Eudragit S100° e o 6leo volatil para a formacdo do nicleo
oleoso. O Eudragit S100®° é um copolimero do acido metacrilico e metacrilato de metila
e é utilizado em formulacdes farmacéuticas como revestimento entérico (KIBBE, 2000)
e na preparagcdo de nanoparticulas (BECK et al., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2005).
Sua escolha baseou-se em seu menor custo quando comparado com 0S outros
polimeros utilizados na preparacdo destes sistemas, como a poli-e-caprolactona. As
nanoparticulas foram, entéo, avaliadas em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas,

e posteriormente, incorporadas em uma base semi-sélida.
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E importante salientar que a incorporacéo de 6leos volateis em NC néo é
descrita na literatura e a obtencdo de tais preparacdes objetivou melhorar aspectos
relacionados a sua estabilidade, protegendo-o de possiveis rea¢gbes de degradacéo,

decorrentes de fatores externos, como, por exemplo, a oxidagéo.

A concentracdo dos excipientes e solventes empregados na preparacao
das NC foi estabelecida apos testar diferentes proporcdes de polimero, tensioativos e
Oleo volatil. Neste sentido, um dos aspectos importantes foi a concentracdo de 6leo
volatil utilizada nas nanoestruturas, buscando-se, apds incorporar as suspensées em
uma base semi-sélida, obter uma concentracéo final de 6leo semelhante as demais
formulagdes desenvolvidas neste trabalho, ou seja, aproximadamente, 5% (m/v). Assim,
a concentracao de 6leo volatil empregada na preparacao das NC foi de 6,25%, superior
a utilizada em trabalhos realizados por grupo de pesquisa do laboratério (3,3%). Com
isso, supfe-se que a quantidade de polimero empregada na preparacédo das NC (0,4%)
nao foi suficiente para incorporar a quantidade total de 6leo para a formacao do nucleo
oleoso. Este excesso de Oleo pode levar, por hipétese, a emulsificagdo do mesmo pelos
tensioativos na fase aquosa da suspensao, resultando em um sistema contendo, além
de NC, goticulas de 6leo emulsificadas (nanoemulsédo). Esta hipétese foi levantada com

base no forte odor de 6leo volatil apresentado pela suspensédo de NC.

Um outro aspecto se refere a evaporacdo dos solventes apos a
preparacdo das NC. Através da técnica de nanoprecipitacdo, o solvente organico é
eliminado por pressdo reduzida, e a suspensédo coloidal é concentrada, a um volume
final estabelecido (FESSI et al., 1989). Nas NC preparadas com o 6leo volatil, este
processo requereu alguns cuidados especiais, com 0 objetivo de evitar a perda de
quantidades significativas de 0Oleo, ou a sua quase completa eliminacdo apés a
evaporacdo. Assim, foi necessario proceder a eliminacdo somente do solvente organico
(acetona), uma vez que o processo de reducdo do volume de 4gua ocasionou, também,
a eliminacdo, concomitante, do 6leo volatil, de forma similar ao que ocorre no processo

de extracdo do 6leo volatil das folhas de C. citratus, o qual é realizado por arraste de
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vapor d’agua. Desta forma, a agua presente na suspensdo de NC nao foi eliminada,

constituindo parte da fase aquosa da emulsao semi-sélida.

A determinacdo da concentracdo de 6leo volatii presente nas
nanoestruturas constituiu uma das etapas importantes na otimizacédo destes sistemas.
Para verificar a concentracéo de 6leo volatil total presente nas suspensées de NC, apés
a evaporacao do solvente organico, realizou-se a determinacdo quantitativa do citral,
principal componente do oOleo volétil, por CLAE. Sabendo-se o teor de citral presente no
6leo volatil (aproximadamente, 76%), por extrapolagdo, estima-se a quantidade de 6leo
volatil presente nas NC. O teor médio de citral obtido foi de 88,27% (Tabela 4.5).
Através deste resultado verifica-se que o processo de evaporacao do solvente organico
acarretou em uma perda do 6leo volatil em torno de 12%. Este valor percentual é
satisfatorio, principalmente por se tratar de uma substancia volatii a temperatura
ambiente e a evaporacdo ocorreu a temperatura de 30 a 35 °C. Assim, partindo-se de
uma quantidade de 2,5 g de 6leo volatil (aproximadamente, 1,90 g de citral), obteve-se,
ao final do processo, 2,2 g de Oleo volatii na suspensdo aquosa de NC. Os
cromatogramas obtidos por CLAE para o citral (SQR) e suspensdo de NC encontram-se

na Figura 4.1.

As NC de Eudragit S100® contendo o 6leo volatil apresentaram aspecto

leitoso e opaco, com reflexo azulado, e odor caracteristico do 6leo volatil.
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FIGURA 4.1 — Cromatogramas obtidos por CLAE para SQR (A) e suspenséo de NC
contendo o 6leo volatil (B). Condicbes cromatogréficas: coluna Spherisorb 5CN® (250
mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna Spherisorb 5CN® (10 mm x 4,6 mm, 5 pm); fase
moével n-hexano:etanol (85:15, v/v); fluxo 0,3 ml/min.; deteccdo 233 nm (1,0 AUFS);
tempo de retengéo 13,8 min.

A Tabela 4.5 expressa os valores de pH, diametro médio das particulas e

teor de citral obtidos para as suspensdes de NC contendo o 6leo volatil de C. citratus.

TABELA 4.5 — Caracteristicas das suspensdes de NC contendo 6leo volatil de C.
citratus (n = 3).

Hts Didmetro médio £s (nm) Teor de citral (%)
Y

3,66 + 0,025 258 + 32,33 88,27 (DPR =1,47)
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As suspensfes de NC desenvolvidas neste trabalho apresentaram valores
de pH &cido (3,66 = 0,025) e didametros de particula compativel com o método de
preparacdo utilizado (258 + 32,33 nm). Em outros trabalhos, NC de Eudragit S100°
contendo melatonina apresentaram diametro de particula de 236 + 20 nm e valores de
pH de 3,97 (SCHAFFAZICK et al., 2005), enquanto que BECK e colaboradores (2004)
obtiveram NC de Eudragit S100° (com Mygliol 810®) apresentando didmetro médio de
119 + 1 nm e valores de pH de 3,71 + 0,03, utilizando o0 método de nanoprecipitacéo e
0S mesmos tensioativos, porém, em diferentes concentracdes. Diferengas no tamanho
de particula sdo esperadas, pois as NC contendo o 6leo volatil foram preparadas em
diferentes proporcbes de polimero, tensioativos e solventes, além do nucleo oleoso
utilizado nestes sistemas. De acordo com a literatura, parametros como a concentracao
do farmaco, a natureza e a concentracdo do polimero e dos tensioativos empregados, a
natureza do nucleo oleoso, a concentracdo de Oleo na solucdo organica, a velocidade
de difusdo da fase organica na fase aquosa e a proporcdo de solvente organico/agua
podem influenciar na distribuicdo e no tamanho das nanoparticulas (GUTERRES et al.,
1995; LEGRAND et al., 1999).

A avaliacdo morfologica das NC empregando a microscopia eletrénica de
transmissdo demonstrou a formacao de particulas esféricas, com diametros inferiores a
100 nm (Figura 4.2). Cabe ressaltar que as diferencas dos diametros observados
podem ser atribuidas a diferencas entre as técnicas. Enquanto a técnica de
espalhamento de luz determina o raio hidrodinAmico das particulas, incluindo suas
camadas de solvatac&do, a microscopia eletronica de transmissao determina o diametro

das particulas ap6s secagem.
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FIGURA 4.2 — Fotomicrografias obtidas a partir de nanocapsulas de Eudragit S100°
contendo o 6leo volatil de C. citratus por MET.

Os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica das NC contendo
Oleo volatil de C. citratus foram satisfatorios e permitiram a sua utilizacéo na elaboracao

de uma forma farmacéutica semi-sélida.
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4.2.3 FORMULACOES SEMI-SOLIDAS

4.2.3.1 Preparacao

Foram preparados trés tipos de bases semi-solidas para a incorporacao
do 6leo volatil, designadas por: ENI (emulsdo ndo-idnica), GH (gel hidrofilico) e GL (gel
lipofilico). Estas formulagbes foram empregadas como controle nos testes e ensaios
realizados. As formulagbes contendo o 6leo volatil foram designadas por ENIO,
ENINCoy, GHO e GLO (emulséo n&o-ibnica, emulsdo n&o-ibnica com suspensao de

NC, gel hidrofilico e gel lipofilico, respectivamente).

4.2.3.1.1 Emulséo nao-iénica O/A (ENI)

As emulsdes foram preparadas conforme técnica usual de preparacéo, ou
seja, as fases hidrofilica e lipofilica foram aquecidas, separadamente, a temperatura de
70 °C e emulsificadas em gral de porcelana, apos fusdo dos componentes oleosos e a
dissolugdo dos componentes hidrossoluveis, vertendo-se, lentamente, a fase hidrofilica
sobre a fase lipofilica e posterior homogeneizacdo e resfriamento. Para estas
formulagcdes, os componentes empregados compreenderam ceras, 6leos e tensioativos
nao-ibnicos, em proporcdes usuais. Apos a preparacdo das bases, o 6leo volatil foi
incorporado as mesmas, nas propor¢cdes de 3 e 5 g de dleo para 100 g de base, com

posterior homogeneizacao.

Além destas, formulacdes contendo as suspensdes de NC com o Oleo
volatil foram, também, incorporadas a base ENI, sob agitacdo constante (formulacao
ENINCov).

As formulagcbes foram preparadas em triplicata e acondicionadas em

frascos plasticos, de parede dupla, com tampa rosqueavel, mantidos a temperatura
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ambiente, para posterior caracterizacdo. Os componentes empregados na preparacao

de tais formulacdes encontram-se na Tabelas 4.6.

TABELA 4.6 — Componentes empregados na preparacao das emulsodes.

Componentes ENI (% m/v) |ENIO3 (% m/v) | ENIO5 (% m/v) | ENINCov ()
Alcool cetilico 4,0 4,0 4,0 2,0
Eumulgin B2® 2,0 2,0 2,0 1,0
MEG 8,0 8,0 8,0 4,0
Cetiol V® 5,0 5,0 5,0 2,5
BHT 0,01 0,01 0,01 0,007
Germall 115° 0,1 0,1 0,1 0,07
Propilenoglicol 5,0 50 50 2,5
Oleo volatil - 3,0 5,0 -
Suspensao NC

contendo o6leo volatil ) ) ) 40 ml
Agua q.s.p. 100,0 mi 100,0 ml 100,0 ml 30 mi

4.2.3.1.2 Géis: gel hidrofilico (GH) e gel lipofilico (GL)

Dispersbes foram preparadas, mediante a dispersao dos polimeros em

agua e incorporacao do Oleo volatil, com auxilio de tensioativos ndo iénicos. Dois tipos

de polimeros foram empregados: Carbopol 940® (GH) e Lubragel® (GL).

Os géis foram preparados em gral de porcelana e, apés completa mistura

dos componentes, o Oleo volatil foi incorporado a formulacdo, com posterior agitagao.

Da mesma forma que para as emulsdes, os géis foram preparados em

triplicata e acondicionados em frascos plasticos, de parede dupla, com tampa

100




Parte Experimental

rosqueavel. Os componentes empregados para estas formulacdes estdo listados na

Tabela 4.7.

TABELA 4.7 — Componentes empregados na preparacao dos géis.

Componentes

GH (% m/v)

GHO (% m/v)

GL (% m/v)

GLO (% m/v)

Carbopol 940°
Lubragel®
Trietanolamina
Tween 80

Germall 115°

Sol. Carbopol 940° 1,5%

Oleo volatil

Agua g.s.p.

15
15
0,5
0,1

100,0 ml

15
1,5
0,5
0,1
5,0
100,0 ml

25,0
0,5
0,1
2,0

100,0 ml

25,0
0,5
0,1
2,0
5,0

100,0 ml

4.2.3.1.3 Formulacdes de referéncia

Com a finalidade de comparar a atividade antifingica das formulacbes em

estudo com dois antifingicos padrdes, foram, também, preparadas duas formulacdes:

uma contendo cetoconazol (2%, m/m) e outra nistatina (25000 Ul/g), designadas

ENlceto e ENlnisr,

respectivamente. As concentracdes das substéncias ativas

empregadas nestas formulacdes correspondem as concentracdes utilizadas em

preparacfes comerciais. Os farmacos foram incorporados a base ENI.
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4.2.3.2 Avaliacao das propriedades fisico-quimicas das formulacfes

4.2.3.2.1 Anélise macroscopica (SAGON, 1983)

Foram avaliadas as caracteristicas visuais das formulacdes em estudo, no

gue se refere a cor, odor e aspecto.

4.2.3.2.2 Determinacao do pH (SAGON, 1983)

A medida dos valores de pH das formas farmacéuticas foi realizada em
potencidmetro previamente calibrado (Digimed DM-20) com solucdes tampédo pH 4,0 e
7,0, apos a diluicdo das amostras em agua, a uma concentracdo de 10% (m/v). Os

resultados expressam a meédia de trés amostras.

4.2.3.2.3 Teste de centrifugacdo (SAGON, 1983)

A avaliacdo da estabilidade das formulacdes frente a centrifugacéo foi
realizada empregando-se 5 g das amostras em estudo, centrifugando-as a 3000 rpm,

durante 30 minutos.

4.2.3.2.4 Avaliacdo da viscosidade das formula¢gdes (MARRIOT, 2005; SCHOTT,
2000; WOOD, 2001)

As caracteristicas reolégicas das formulacdes foram avaliadas com o
auxilio dos viscosimetros rotacionais Brookfield (Massachusetts, U.S.A.), modelos
DVII+, série LV (para as emulsdes e os géis lipofilicos) e DVI+, série RV (para os geéis
hidrofilicos), utilizando-se spindle SC4-25. Um minuto apds o ajuste de cada fator de

velocidade, foi realizada a leitura dos valores de viscosidade.
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Os reogramas foram obtidos pela representacdo grafica de viscosidade
(cP) em funcéo da velocidade de rotacdo (rpm), e de tenséo de cisalhamento (D/cm?)

em funcéo da velocidade de cisalhamento (s™).

A viscosidade das formulacdes em estudo foi determinada a temperatura
de 25°C + 2 °C.

4.2.3.3 Avaliacédo da atividade antifungica das formulagdes

Para a avaliacdo da atividade antifingica das formula¢des semi-sélidas
em estudo empregou-se cepas de algumas espécies de fungos causadores de

dermatomicoses (dermatéfitos) e a levedura de Candida albicans.

Os ensaios foram realizados empregando-se meios de cultura e solucdes
previamente esterilizados em autoclave (121 °C, durante 15 minutos) e a vidraria em
estufa (200 °C, durante uma hora).

4.2.3.3.1 Atividade antifungica frente a Candida albicans (RAUBER, 2001)

O ensaio foi realizado pelo método microbiologico de difusdo em agar com
pocinhos, frente a levedura de Candida albicans ATCC 10231, desenvolvida em agar
Sabouraud dextrose 4% (tubo inclinado), a 25 °C, por 48 horas. O inéculo utilizado foi a
1% (v/v), ap6s o preparo da suspensdo do microrganismo em solucdo salina estéril
(0,9%), a uma concentracdo de 25% + 2% de transmitancia, lida em fotocolorimetro, a
580 nm.

O padrao utilizado foi a nistatina, na concentracdo de 0,3 mg/ml.

As formulagbes empregadas neste ensaio compreenderam: emulsdes e
géis contendo o oleo volatil (ENIO3, ENIO5, ENINCoy, GHO e GLO), formulacdes
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controle, sem o O6leo volatil (ENI, GH e GHO) e a formulacdo contendo nistatina

(ENInisT)- A quantidade de amostra testada, para cada formulacéo, foi de 0,2 g.

Utilizaram-se grupos de seis placas de Petri para cada amostra analisada,
as quais continham 20 ml de meio Sabouraud dextrose 4% como camada base e 5 ml

de in6culo.

ApoOs solidificacdo do meio nas placas, orificios de 9,34 mm de didmetro
foram feitos, para posterior adicdo das amostras e solucédo padréo (100 ul). Apés, as
placas foram incubadas a temperatura de 35 °C + 2 °C, por 24 horas, e, a seguir,
realizou-se a leitura do didametro dos halos de inibicdo, com o auxilio de paquimetro

digital.

4.2.3.3.2 Atividade antifungica frente a dermatdéfitos (LIMA et al., 1992; LIMA et al.,
1993; WANNISSORN et al., 1996)

A atividade antifungica das formula¢des frente aos dermatofitos foi
realizada pelo método microbioldgico de difusdo em agar com pocinhos. Os fungos
empregados neste experimento foram obtidos junto ao acervo de Colecédo de Culturas
Micoteca — Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco:
Microsporum canis 4158 URM (isolado de escamas epidérmicas das costas) e
Trichophyton rubrum 4194 URM (isolado de escamas epidérmicas da regido inguino-

crural).

Os microrganismos foram cultivados em agar Sabouraud dextrose 4%
(tubo inclinado), a temperatura de 28-30 °C, por um periodo de 7 a 10 dias. Apos,
fragmentos de micélios e microconidios foram coletados e suspensos em solucéo salina
estéril (0,9%, com 0,1% de Tween 80). A suspensao foi filtrada com o auxilio de gaze
estéril para remover 0s agregados e apos, a densidade da mesma foi padronizada em
fotocolorimetro, a uma concentracdo de 78% + 2% de transmitancia, a 580 nm. Os
indculos foram empregados nas concentracdes de 2% (v/v).
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Como padrdes (controles positivos) utilizou-se solucdo de nistatina, na
concentragdo de 0,3 mg/ml, e a formulagcdo ENIceto, contendo cetoconazol, na
concentragao de 2%.

As quantidades de amostra testadas foram 0,2 g para as formulacbes
semi-solidas e 100 ul para a solucdo padrdo, colocando-se, individualmente, em cada
orificio, conforme descrito no item 4.2.3.3.1. Foram utilizados grupos de seis placas de
Petri para cada quantidade de amostra empregada.

Apés a distribuicdo do meio nas placas (20 ml de agar Sabouraud
dextrose 4% como camada base e 5 ml de inéculo) e das amostras, as mesmas foram
incubadas a temperatura de 28 °C + 2 °C, por 4 dias e, apés este periodo, foi realizada

a leitura do didmetro dos halos de inibicdo, com o auxilio de paquimetro digital.

4.2.3.4 Resultados e discussao

4.2.3.4.1 Determinagdes fisico-quimicas

A Tabela 4.8 expressa o0s resultados obtidos na avaliagdao das
caracteristicas organolépticas e na determinacdo do pH para as formulacdes semi-
sélidas contendo o 6leo volatil de C. citratus. Estas determinacfes foram realizadas 48

horas apés a preparacdo das mesmas.
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TABELA 4.8 — Caracteristicas organolépticas e valores de pH das formulagbes semi-
sélidas em estudo (n = 3).

Formulagdes Cor Odor pHxs DPR
ENI branca inodoro 6,63 + 0,02 0,30
ENIO3 branca forte e caracteristico 6,23 + 0,07 1,12
ENIO5 branca forte e caracteristico 6,43 + 0,02 0,31
ENINCov branca forte e caracteristico 6,09 £ 0,04 0,66
GH incolor inodoro 7,25+ 0,03 0,41
GHO branca forte e caracteristico 7,10 £ 0,02 0,28
GL incolor inodoro 6,13 + 0,03 0,49
GLO esbranquicada  forte e caracteristico 5,88 + 0,03 0,51

As formulacdes apresentaram-se homogéneas em relagdo a cor, odor e
aspecto, mantendo as caracteristicas especificas de cada tipo de base semi-sélida
empregada. Em fungdo da presenca do 6leo volatil, as formulacdes ENIO3, ENIO5,

ENINCoy, GHO e GLO apresentaram odor forte e caracteristico do mesmo.

Os valores de pH obtidos encontraram-se na faixa de 5,88 a 7,10,
compativeis com a aplicacdo destes produtos na pele (GENNARO, 2000). Observa-se
que a incorporacao do 6leo volatil as bases acarretou em uma pequena diminuicdo do
pH, e pode estar relacionada ao pH do 6leo volatil, que corresponde a 4,5. Além disso,
comparando-se os valores de pH das emulsdes, verifica-se que a emulsdo ENINCoy

apresentou menores valores, em virtude do baixo pH da suspenséo de NC (3,66).

No teste de centrifugacdo ndo foi observada separacdo de fases, apos

centrifugar as formula¢gdes a 3000 rpm, durante 30 minutos.
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A avaliacdo da consisténcia das preparacbes semi-sélidas foi avaliada
através da viscosidade. Os resultados obtidos estdo expressos nas Figuras 4.3 e 4.4 e
nos Anexos 10.1, 10.2, 10.3, 10.4, 10.5, 10.6, 10.7, 10.8, 10.9 e 10.10.
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FIGURA 4.3 — Representacédo grafica da viscosidade em funcdo da velocidade, para as
formulagdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy.
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FIGURA 4.4 — Representacao grafica da viscosidade em fungéo da velocidade, para as
formulacdes GHO e GLO.

Através dos resultados obtidos na avaliagdo da viscosidade das
formulagbes semi-solidas contendo o Oleo volatil de C. citratus verifica-se que as
preparacdes apresentaram comportamento de fluxo ndo-newtoniano, uma vez que seus
valores de viscosidade alteraram com o aumento da velocidade de cisalhamento
(SCHOTT, 2000; WOOD, 2001). As emulsbes (ENIO3, ENIO5 e ENINCoy)
apresentaram valores de viscosidade inferiores ao gel hidrofilico (GHO), porém, mais

viscosas que o gel lipofilico (GLO).

Comparando-se os géis, a formulacdo contendo o gel hidrofilico (GHO)
apresentou maior viscosidade que o gel lipofilico (GLO). Diferencas nos valores de
viscosidade foram, também, observadas para as emulsdes. A formulacdo ENIO3
apresentou maior viscosidade que a formulacdo ENIOS5, e estas, maior viscosidade que
ENINCoy. Desta forma, verifica-se que uma maior viscosidade foi obtida com uma
menor quantidade de 6leo volatil incorporado a base nao-ibnica. Além disso, a menor
viscosidade apresentada pela formulagdo ENINCoy se relaciona a menor concentragao

dos excipientes empregados na sua preparacao, bem como a maior quantidade de
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agua presente (percentual de agua de 73%, 71% e 82,1% para as formulacdes ENIO3,
ENIO5 e ENINCoy, respectivamente), obtendo-se um produto com menor viscosidade,

em comparacdo com as demais formulagdes.

Além disso, através da representacdo grafica da tensdo de cisalhamento
em funcdo da velocidade de cisalhamento, foi possivel verificar o comportamento de
fluxo apresentado para as formulacdes semi-sélidas em estudo (Figuras 4.5, 4.6, 4.7,
4.8 e4.9).

De acordo com o tipo de escoamento apresentado quando submetidas a
uma determinada forca externa, as emulsdes (ENIO3, ENIO5 e ENINCoy) € 0s géis
(GHO e GLO) podem ser classificados como sistemas ndo-newtonianos plasticos e
pseudoplasticos, respectivamente, uma vez que a viscosidade diminui com o aumento
da velocidade de cisalhamento (MARRIOT, 2005; SCHOTT, 2000; WOOD, 2001).
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FIGURA 4.5 — Representacdo grafica da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento para a formulagdo ENIO3.
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FIGURA 4.6 — Representacdo gréafica da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento para a formulagdo ENIOS.
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FIGURA 4.7 — Representacdo grafica da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento para a formulagdo ENINCoy.
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FIGURA 4.8 — Representacdo gréfica da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento para a formulagcdo GHO.

450 1 —&— DA
—A—VOLTA

o

c

(D)

£ 300 -

= o

% E

(SRR

v 8

©

18 150 .

[)]

c

ot

O 1 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

velocidade de cisalhamento (s'l)

FIGURA 4.9 — Representacdo grafica da tensdo de cisalhamento em funcdo da
velocidade de cisalhamento para a formulacdo GLO.
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Os sistemas plasticos séo caracterizados por apresentar um valor de
cedéncia, ou seja, comecam a fluir a partir de um determinado valor de tensdo de
cisalhamento e, a tensbes menores, comportam-se como materiais soélidos. Este tipo de
fluxo é verificado para suspensfes concentradas e algumas preparacfes semi-sélidas,
como emulsdes. Solucdes poliméricas e sistemas semi-sélidos que contenham
componentes poliméricos, em consequéncia da existéncia de interagles
intermoleculares entre as cadeias dos polimeros, exibem comportamento de fluxo
pseudopléastico, caracterizados por ndo apresentar ponto de cedéncia e comecam a fluir
tdo logo lhes é aplicada uma tensdo de cisalhamento. A viscosidade diminui
gradualmente com o aumento da tensdo de cisalhamento (MARRIOT, 2005; SCHOTT,
2000; WOOD, 2001).

Uma outra caracteristica importante relacionada a estes sistemas € a
tixotropia. Submetendo as formulacbes semi-solidas em estudos a velocidades
gradualmente crescentes e decrescentes de cisalhamento, verifica-se para as
formulagdes ENIO3 e ENIO5 um deslocamento da curva descendente em relacdo a
curva ascendente, apresentando um loop de histerese (Figuras 4.5 e 4.6). A area
dentro do loop indica o grau de tixotropia das substancias ou formulagbes (MARRIOT,
2005). Assim, verifica-se que a formulagcdo ENIO3 apresenta maior grau de tixotropia

em comparacao com a formulacdo ENIOS.

RAUBER (2001) avaliou as propriedades fisico-quimicas e microbiologicas
de formulagbes semi-sélidas contendo o 6leo volatil na concentragdo de 10%. Através
dos resultados, foi possivel selecionar a emulsédo nao-idnica e o gel hidrofilico para dar
continuidade aos ensaios propostos no presente trabalho, com algumas modificagdes
em sua composicdo. Inicialmente, a concentracdo de Oleo volatil utilizada na
preparacdo das formulagdes foi determinada em 10%; entretanto, ensaios preliminares
de irritacdo dérmica demonstraram um acentuado efeito irritante provocado pela
emulsdo e pelo gel nos ensaios in vivo. Além disso, em virtude do pH &cido
apresentado pela emulsdo nédo-ibnica (formulagdo ENI-O, pH 4,17), decorrente do

emprego de &cido soérbico como conservante, optou-se, entdo, pela utilizacdo de
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imidazolidiniluréia, mantendo-se 0s demais componentes e suas respectivas
concentracdes na nova base nao-ibnica desenvolvida. Ainda, um outro polimero foi
empregado na preparagcdo do gel lipofilico (poliacrilato de glicerila). Em relacdo ao
comportamento de fluxo apresentado para a emulsdo ndo-iénica e o gel hidrofilico ndo

foram observadas diferencas.

4.2.3.4.2 Avaliacdo da atividade antifugica

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antifungica das
formula¢gdes contendo o 6leo volatil de C. citratus frente & levedura de C. albicans e

fungos dermatdfitos (M. canis e T. rubrum) encontram-se na Tabela 4.9.

TABELA 4.9 — Diametros dos halos de inibicdo obtidos para as formulacdes, através do
ensaio microbiolégio de difusdo em agar — pocinhos.

Formulacbes Diametro dos halos de inibicdo (mm)*
(0,209) C. albicans M. canis T. rubrum
ENIO3 <10 IT IT
ENIO5 12-14 IT IT
ENINCov <10 - -
ENInist 22-23 - -
ENlceto - 37-39 51-54
GHO 28-30 IT IT
GLO 34-37 IT IT
Solugéo nistatina (100 pl) 22-23 9-10 12-15
*: seis determinacgdes; IT = inibicao total; - = ndo testado

As formulagcdes ENIO5, GHO e GLO apresentaram atividade antifungica in
vitro frente a C. albicans, destacando-se o0s geéis, obtendo-se halos de inibicdo
superiores a 28 e 34 mm para os géis hidrofilico e lipofilico, respectivamente. As

formulagdes ENIO3 e ENINCoy apresentaram halos de inibicho muito pequenos
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(aproximadamente, 10 mm), sendo desconsiderados. As formulacdes controle (sem o

oleo volatil — ENI, GH e GL) ndo apresentaram atividade.

Comparando-se os halos de inibicAo obtidos para as formulacdes
contendo o 6leo volatii com a formulacdo contendo nistatina (ENlyst) frente a C.
albicans verifica-se que as formulagcdes GHO e GLO apresentaram maiores halos de

inibicdo, ao contrario das emulsdes, empregando-se 0,2 g de cada amostra.

De posse dos resultados obtidos verifica-se que a base empregada para a
incorporacdo do 6leo volatil influenciou na sua atividade antifangica in vitro, de acordo
com a metodologia utilizada. A menor atividade apresentada para as emulsdes frente a
levedura, verificada pelo halo de inibicdo formado, pode estar relacionada ao fato de
que, nestas preparagdes, 0 0leo encontra-se na fase interna das mesmas, dificultando,

desta forma, a sua liberacéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por OYEDELE e colaboradores
(2002), os quais avaliaram a atividade inseticida de cremes e pomadas contendo o 6leo
volatil de C. citratus. A acdo repelente da pomada hidrofilica (base Macrogol 4000° e
Macrogol 600®) foi maior quando comparada com o creme (base monoestearato de
glicerila) e a pomada oleosa (base vaselina), tendo sido atribuido uma maior liberagéo
dos vapores do 6leo na base hidrofilica. Além disso, a menor liberacdo do 6leo na base
oleosa pode ser relacionada a afinidade lipofilica do 6leo e os constituintes da mesma,

bem como a sua viscosidade.

A diminuicdo da atividade antimicrobiana de Oleos volateis em um meio
aquoso tem sido relatada, principalmente, em presenca de tensioativos e outros
compostos lipofilicos. Este menor efeito se deve ao fato de que as moléculas lipofilicas
no meio aquoso tendem a associar-se e formar micelas, dificultando, desta forma, a

acdo dos componentes ativos do 6leo sobre o microrganismo (INOUYE, 2003).

Na avaliacdo da atividade antifungica frente aos fungos dermatofitos (M.
canis e T. rubrum) verificou-se que as formulagdes semi-soélidas contendo o 6leo volatil
inibiram completamente o crescimento dos fungos, empregando-se 0,20 g de cada
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preparacédo (Tabela 4.9). O diametro dos halos de inibicdo foram medidos 4 dias apés a
realizacdo do teste; entretanto, para promover o maior crescimento dos fungos,
realizou-se, também, a leitura depois de 7 dias de incubacdo. Apds este periodo,
verificou-se que as placas contendo as amostras controle (ENI, GH, GL, ENlceto €
solucdo de nistatina) apresentaram contaminacado microbiana; ao contrario, as placas
contendo as formulagdes com o 6leo volatil (ENIO3, ENIO5, GHO e GLO) continuaram
a ndo apresentar crescimento microbiano, tdo pouco contaminacdo por outro
microrganismo. Estas observacdes demonstram a importante atividade antimicrobiana
apresentada pelo 6leo volatil, em especial frente aos fungos dermatofitos, e um maior
efeito inibitério quando comparado com antifingico padrdo (cetoconazol), usualmente
empregado no tratamento de algumas dermatomicoses. A Figura 4.10 ilustra os

resultados obtidos nestes ensaios.

FIGURA 4.10 — Atividade antifingica frente ao M. canis. (A) crescimento do fungo; (B)
formulacdo ENlcero; (B2) base ENI; (B3) solucdo de nistatina; (C) formulagdo contendo
0 Oleo volatil - ENIOS.
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Estes resultados sdo coerentes com a literatura que demonstra, em
algumas pesquisas, o efeito inibitério do 6leo volatil frente a algumas espécies de
fungos dermatofitos e seu potencial emprego no tratamento de infecgbes fungicas
(KISHORE et al., 1993; LIMA et al., 1992; WANNISSORN et al., 1996). O 6leo volatil
inibiu completamente o crescimento das espécies T. rubrum e M. gypseum em baixas
concentracdes (1000 e 2000 ppm) (KISHORE et al.,, 1993), apresentando efeito
fungicida (KISHORE et al., 1993; WANNISSORN et al., 1996).

Comparando-se a atividade antifingica das formulac¢des frente a levedura
de C. albicans e os fungos dermatofitos verificou-se um maior efeito para os fungos
filamentosos (M. canis e T. rubrum). Resultados semelhantes foram obtidos por
INOUYE (2003) na avaliacdo da atividade antimicrobiana de 6leos volateis, dentre eles,
C. citratus frente a fungos e bactérias. A membrana celular é o principal local de acdo
dos dleos volateis e a alta suscetibilidade dos fungos filamentosos, comparados com as
bactérias e leveduras, pode estar relacionada a natureza aer6bica do fungo
filamentoso, uma vez que os 6leos lipofilicos podem ser facilmente absorvidos e
difundidos através da membrana flngica. Além disso, a maior resisténcia apresentada
pelas bactérias Gram-negativas, por exemplo, é decorrente da estrutura celular destes
microrganismos, 0s quais sao protegidos por uma membrana hidrofilica externa que

dificulta a passagem de componentes lipofilicos, como os 6leos volateis.

Finalmente, a utilizacdo de testes fisico-quimicos e microbiolégicos na
avaliacdo da qualidade de preparagfes farmacéuticas semi-solidas, especialmente, na
fase de desenvolvimento de formulacdes, objetiva definir as caracteristicas especificas
de cada produto, buscando a otimizacdo de formas farmacéuticas adequadas a sua
aplicabilidade. Dentre os ensaios empregados, a viscosidade € um importante teste
para avaliar a consisténcia e a estabilidade fisica das preparacdes, de modo a obter um
produto com viscosidade adequada, de acordo com seu local de aplicacdo e uso a que
se destina, e de facil aceitagdo pelo usuéario. Neste sentido, as formulacdes semi-
sélidas estudadas apresentaram caracteristicas adequadas para a aplicacdo destes

produtos na pele, exceto a formulacdo GLO, pois apresentou baixa viscosidade,
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tornando-se insatisfatéria para o uso pretendido. Ainda, nos ensaios in vitro de atividade
antifangica realizados, observou-se que as formula¢des desenvolvidas apresentaram
efeito inibitorio frente as espécies de fungos analisadas, especialmente, para os fungos
dermatofitos.
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4.2.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA (RAUBER et al., 2005)

Com o objetivo de estabelecer um método analitico para a quantificagdo
de citral no 6leo volatil e nas formulagcées em estudo (suspensdes de NC e formulacdes

semi-solidas) empregou-se a CLAE.

Em virtude da solubilidade do o6leo e das condi¢cdes experimentais
utilizadas neste método (solventes e fase estacionaria), as formulacbes empregadas
para a avaliacdo quantitativa compreenderam as emulsdes ndo-iénicas (ENIO3, ENIO5
e ENINCoy).

4.2.4.1 Absorcédo naregido do ultravioleta

Inicialmente, realizou-se uma analise do citral (SQR) e do dleo volatil por
espectroscopia de absor¢cdo molecular no ultravioleta (UV), com o objetivo de verificar o
espectro de absorcdo do citral e definir o comprimento de onda a ser utilizado na
analise cromatografica. Foram tracados espectros de absorcdo na regido de 200 a
400 nm, utilizando n-hexano como solvente. As analises foram realizadas em
espectrofotbmetro UV/VIS Shimadzu UV 16A (Toquio, Japdo), empregando cubetas de
quartzo e n-hexano como branco. As solucdes foram preparadas na concentracdo

teorica de 20 pg/ml.

4.2.4.2 Condicdes experimentais

As analises foram realizadas empregando-se o cromatégrafo a liquido
Shimadzu LC-10A (Téquio, Japéo), equipado com bomba modelo LC-10AS, detector
com comprimento de onda variavel modelo SPD-10A, controlador SCL-10A, integrador

C-R6A e injetor Rheodyne com loop de 20 pl.
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Para a diluicdo das amostras e preparacdo da fase movel empregou-se n-
hexano e etanol, ambos com grau cromatografico. As solugbes das amostras e da
substancia de referéncia foram filtradas previamente em membrana de nylon MFS
(13 mm e 0,45 um de didmetro de poro), e injetadas no volume de 20 pl. A fase mével,
apos preparacéo, foi desaerada em ultrasom (UNIQUE — Ultrasonic Cleaner USC 2850,
Sao Paulo) e filtrada em membrana de nylon MFS (47 mm e 0,45 um de didametro de

poro). As condi¢des experimentais empregadas encontram-se descritas na Tabela 4.10.

TABELA 4.10 — Parametros utilizados na execu¢éao do método por CLAE.

Caracteristica Descricéo

Coluna Spherisorb 5CN® (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Pré-coluna Spherisorb 5CN® (10 mm x 4,6 mm, 5 um)
Fase movel n-hexano:etanol (85:15, v/v)

Fluxo 0,3 ml/min

Velocidade de registro 2,5 cm/min

Atenuacao 64

Sensibilidade de deteccao 1,0 AUFS

Comprimento de onda 233 nm

Volume injetado 20 pl

Temperatura de analise 25°C+t2°C

4.2.4.3 Preparacéo da curva padréo

A partir de uma solucdo da SQR (citral) com concentracao de 125 pg/ml,
foram transferidas aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 ml para baldes volumétricos de
25 ml. Os volumes foram completados com n-hexano, obtendo-se solugbes com
concentracdes de 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 30,0 pug/ml. Foram construidas trés curvas

padréo e cada solucao foi preparada em triplicata.
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4.2.4.4 Preparacdo das amostras

4.2.4.4.1 Oleo volatil

Pesou-se 25,0 mg de Oleo volatii em baldo volumétrico de 200 ml,
diluindo-se a amostra com n-hexano. A partir desta solucdo, transferiram-se aliquotas
de 4,0 ml para balBes volumétricos de 25 ml e completou-se o volume com n-hexano, a

fim de obter solu¢gdes com concentracao tedrica de 20,0 ug/mil.

4.2.4.4.1.1 Teste de recuperacao

Para o teste pesou-se 25,0 mg de 6leo volatil em baldo volumétrico de 100
ml e completou-se o volume com n-hexano. Apds, aliquotas de 2,0 ml dessa solucdo
(aproximadamente, 187,5 ug/ml, 75% de citral) foram transferidas para balGes
volumétricos de 25 ml contendo 1,0; 2,0 e 2,5 ml da solucdo da SQR contendo
125 pg/ml de citral (125,0 ug, 250,0 ug e 312,5 ng, respectivamente), e completou-se o
volume com n-hexano, obtendo-se concentracdes finais de 20,0; 25,0 e 27,5 ug/ml.

Todas as solugdes foram preparadas em triplicata.

4.2.4.4.2 Emulsdes

Para a quantificacdo de citral nas emulsdes, foram preparados 25 g das
formulacbes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy, em triplicata. Para cada formulagéo, misturou-
se o0 conteudo das trés embalagens e pesou-se, em béquer de 50 ml, o equivalente a
25,0 mg de citral. Adicionou-se, aproximadamente, 25 ml de etanol e deixou-se sob
agitacdo mecanica por 20 minutos. Transferiu-se o contetdo para baldo volumétrico de
100 ml, com auxilio de n-hexano, e completou-se o volume com o mesmo solvente. A
partir desta solucdo, transferiram-se 2,0 ml para balées volumétricos de 25 ml e
completou-se o volume com n-hexano, obtendo-se solugBes com concentracdo tedrica
de 20,0 ug/ml.
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4.2.4.4.2.1 Teste de recuperacao

Para o teste transferiram-se aliquotas de 3,0 ml de solugbes amostra
(ENIO5 e ENINCoy) contendo 125 pg/ml de citral, para baldes volumétricos de 25 ml,
onde acrescentaram-se, respectivamente, 1,0; 2,0 e 2,5 ml da SQR contendo 125 pg/ml
de citral, e completou-se o volume com n-hexano. Obteve-se concentragdes de 20,0;

25,0 e 27,5 ng/ml. Cada solucgéo foi preparada em triplicata.

4.2.45 Célculos

As médias das areas absolutas dos picos, correspondentes a cada
diluicdo da substancia de referéncia, foram plotados em gréfico de area absoluta versus

concentragao.

A equacdo da reta da curva padrao foi determinada através do estudo de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, e validados pela analise de
variancia (ANOVA).

A concentracdo de citral nas amostras foi obtida através da seguinte

expressao:

C = (Aa . Csr)/Asr

Onde:

C = concentracao de citral nas amostras
A, = area absoluta da amostra
Asgr = area absoluta da substancia de referéncia

Csr = concentracao da substancia de referéncia
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O valor percentual de citral nas amostras (C%) foi calculado pela

expressao:

Onde:

Ca= concentragéo encontrada na amostra

C+ = concentracao teorica de citral

Na avaliacdo da exatiddo, as percentagens de recuperacédo (R%) foram

calculadas pela expresséao:
R% = [(CA - CNA)/CR] . 100
Onde:

Ca = concentracdo de citral encontrada na amostra adicionada de substancia de
referéncia
Cna = concentracdo de citral encontrada na amostra ndo adicionada de substancia de
referéncia

Cr = concentragdo de substancia de referéncia adicionada a amostra

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados
baseados no desvio padréo (o) e na inclinagéo (S) da curva padrdo média, segundo as
equacoes (ICH, 1996a):

LD = 3,3 o/S LQ =10 o/S

122




Parte Experimental

4.2.4.6 Validacao

Para assegurar a credibilidade do método empregado, o mesmo foi

validado, de acordo com os critérios estabelecidos para a validacdo de procedimentos

analiticos, no que se refere a: linearidade, exatidao, precisédo, especificidade, limite de
deteccéo e limite de quantificacdo (BRASIL, 2003b; ICH, 1996a; USP 28, 2005).

Linearidade: cinco niveis de concentracdo foram avaliados. As curvas padrédo
foram obtidas em diferentes dias, determinando-se a inclinacéo (b), a intersec¢éo

(a) e o coeficiente de correlacao (r);

Precisao: foi avaliada através do desvio padréo relativo obtido na determinacéo de
citral no Oleo volatili e nas formulagcdes semi-sélidas, analisadas na mesma
concentracdo, no mesmo dia (repetibilidade - oito determinacdes) e em trés dias
consecutivos (precisdo intermediaria — seis determinacdes), sob as mesmas

condicdes experimentais;

Limite de deteccéao: foi considerada a menor quantidade de citral na amostra que

pode ser detectada sob as condi¢cOes experimentais empregadas;

Limite de quantificagéo: foi considerada a menor quantidade de citral na amostra

gue pode ser quantificada, com precisao e exatiddo aceitaveis;

Exatiddo: foi avaliada através do teste de recuperacdo de uma quantidade

conhecida de substancia de referéncia adicionada a amostra.

A especificidade do método analitico utilizado na quantificacao de citral no

Oleo volatil e nas formulacdes em estudo foi avaliada através de dois procedimentos:

1)

Avaliacdo de uma solucdo contendo geraniol, na concentracdo de 2 pug/ml, em n-
hexano. O geraniol estd presente no Oleo volati na concentracdo de,

aproximadamente, 5%.
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2) Avaliacdo dos excipientes: para analisar a especificidade do método para as
formulagbes semi-sélidas utilizou-se as formulagdes ENI e ENINC, as quais
contém os excipientes empregados na preparacdo das formulacdes contendo o
Oleo volatil. As solugcbes foram preparadas conforme descrito no item 4.2.4.4.2 e

injetadas no cromatografo.

4.2.4.7 Resultados

A Figura 4.11 apresenta os espectros de absorcao de citral (SQR e 6éleo

volatil) na regido do UV, verificando-se o maximo de absor¢cdo em 233 nm.

+2.88nA7

+08.088nA

' NM
200 .0 50 .8CNMADIV. D> 400 .0

FIGURA 4.11 — Espectros de absor¢éo no ultravioleta do citral em n-hexano, utilizando
espectrofotdbmetro UV/VIS Shimadzu UV 16A. (A) SQR; (B) 6leo volatil.

A Tabela 4.11 apresenta as areas absolutas correspondentes ao citral,
relativas a cada uma das diluicbes da SQR.
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TABELA 4.11 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da curva padrdo de

citral, por CLAE.

(C;c;]r}r(];qcle)ntragéo Areas absolutas* Média + e.p.m. DPR
10,0 1942338 1998780 2029018 1990045 + 25431 2,21
15,0 2927261 2951798 2957949 2945669 + 9385 0,55
20,0 3827940 3897671 3988641 3904751 + 46580 2,06
25,0 4785191 4872770 4907005 4854989 + 36314 1,29
30,0 5704128 5823954 5914601 5814228 + 61025 1,82

*: cada valor representa a média de trés determinacdes

A representacdo da curva padrdo e a equacdo da reta, obtida por

regressao linear pelo método dos minimos quadrados, encontra-se na Figura 4.12.
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FIGURA 4.12 — Representacao grafica da curva padréo de citral obtida por CLAE.
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Os resultados dos tratamentos estatisticos sobre os valores experimentais

obtidos para a curva padrao, através de analise de variancia, encontram-se na Tabela

4.12.

TABELA 4.12 — Andlise de variancia das éareas absolutas determinadas para a
obtencédo da curva padréo de citral por CLAE.

Fontes de Variacao GL Soma dos Quadrados Variancia F
Entre 4 2,74048. 10" 6,85121. 10 | 1440,21*
- regressao 1 2,74048. 10" 2,74048. 10" | 5760,83*
- desvio de linearidade 3 48723354,67 16241118,22 0,0034
Residuo 10 47570891753 4757089175

Total 14 2,74524. 10"

*: significativo para p < 0,01

Os valores experimentais obtidos no doseamento de citral no 6leo volatil

encontram-se nas Tabelas 4.13 e 4.14.
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TABELA 4.13 — Valores experimentais obtidos para a determinacdo de citral no 6leo
volatil, por CLAE.

Concentracéao de citral

Amostra (ug/mi)* Teor (%) Média + e.p.m. DPR
1 14,737 73,69
7 14,998 74,99
3 15,185 75,92
4 14,769 73,85 75,20 + 0,36 1,37
5 15,323 76,62
6 15,083 75,41
7 15,012 75,06
8 15,205 76,02

*: cada valor representa a média de trés determinacdes

TABELA 4.14 — Valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo intermediaria
de citral no 6leo volatil, por CLAE.

Teor de citral (%)*

Amostra
1° dia 2° dia 3° dia Média + e.p.m. DPR
1 74,52 74,72 73,69
2 74,68 74,89 74,99
3 74,46 74,99 75,92 75.01 +0.20 1,12
4 75,49 74,67 73,84
5 75,75 75,43 76,61
6 76,38 73,74 75,41

*: cada valor representa a média de trés determinagGes
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Os valores experimentais obtidos no doseamento de citral nas
formulacdes ENIO5, ENIO3, ENINCoy encontram-se nas Tabelas 4.15, 4.16, 4.17, 4.18
e 4.19.

TABELA 4.15 — Valores experimentais obtidos para a determinacdo de citral na
formulacdo ENIOS5, por CLAE.

Amostra mg citral/g* Teor (%) Média + e.p.m. DPR
1 38,49 101,29
2 38,92 102,42
3 38,96 102,53
4 39,12 102,95 39,15+ 0,19 1,36
5 39,44 103,79
6 39,89 104,97
7 39,85 104,87
8 38,57 101,50

*: cada valor representa a média de trés determinagGes

TABELA 4.16 — Valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo intermediaria
de citral na formulagcédo ENIO5, por CLAE.

mg citral/g*

Amostra

1° dia 2°dia 3° dia Média + e.p.m. DPR
1 38,96 38,13 38,65
2 38,92 38,15 38,31
3 39,12 38,16 38,69 38,81+ 0.13 1,39
4 39,44 38,25 38,61
5 39,85 38,47 39,04
6 39,89 38,82 39,06

*: cada valor representa média de trés determinacdes
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TABELA 4.17 — Valores experimentais obtidos para a determinacdo de citral na
formulacdo ENIO3, por CLAE.

Amostra mg citral/g* Teor (%) Média + e.p.m. DPR
1 24,07 105,57
2 23,85 104,60
3 23,81 104,43
23,99 + 0,06 0,59
4 23,94 105,00
5 24,11 105,75
6 24,15 105,92

*: cada valor representa a média de trés determinagbes

TABELA 4.18 — Valores experimentais obtidos para a determinacdo de citral na
formulacdo ENINCoy, por CLAE.

Amostra mg citral/g* Teor (%) Média + e.p.m. DPR
1 24,52 102,68
2 24,43 102,30
3 24,21 101,38
4 24,50 102,59 24,17 + 0,07 0,82
5 24,21 101,38
6 24,05 100,71
7 24,05 100,71
8 24,09 100,88

*: cada valor representa a média de trés determinacbes
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TABELA 4.19 — Valores experimentais obtidos na avaliacdo da precisdo intermediaria

de citral na formulagdo ENINCoy, por CLAE.

mg citral/g*

Amostra

1° dia 2° dia 3°dia Média + e.p.m. DPR
1 24,52 24,56 23,77
2 24,43 24,42 24,09
3 24,21 24,60 24,34 24,19 + 0,07 1,27
4 24,50 24,51 23,76
5 24,21 24,61 23,73
6 24,05 24,62 24,02

*: cada valor representa a média de trés determinacdes

Os cromatogramas obtidos por CLAE para o citral SQR, 6leo volatil e

formulagdes semi-sélidas encontram-se na Figura 4.13, e na Figura 4.14 estéo

representados o0s espectros de absorcdo na regido do UV para o citral (SQR e
formulacdo ENIOS).
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FIGURA 4.13 — Cromatogramas obtidos por CLAE para SQR (A), 6leo volatil (B),
formulagcdo ENIO5 (C) e formulcdo ENINCoy (D) de citral, a 20 pg/ml. Condigbes
cromatograficas: coluna Spherisorb 5CN® (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna
Spherisorb 5CN® (10 mm x 4,6 mm, 5 um); fase moével n-hexano:etanol (85:15, v/v);
fluxo 0,3 ml/min.; deteccdo 233 nm (1,0 AUFS); tempo de retencdo 13,8 min.
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FIGURA 4.14 — Espectros de absorgéo no ultravioleta do citral em n-hexano, utilizando
espectrofotdbmetro UV/VIS Shimadzu UV 16A. (A) SQR; (B) formulagdo ENIO5.
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Os resultados obtidos nos testes de recuperacdo por CLAE estédo

apresentados nas Tabelas 4.20, 4.21 e 4.22.

TABELA 4.20 — Valores experimentais do teste de recuperacédo realizado para o 6leo
volatil de C. citratus contendo citral, por CLAE.

Quantidade de SQR
Adicionada (ug/ml)  Recuperada (ug/ml) % Recuperacao* DPR
5,0 5,01 100,27
10,0 9,81 98,11 1,11
12,5 12,35 98,81

*: cada valor representa a média de trés determinacdes

TABELA 4.21 - Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado para a
formulacdo ENIOS5, por CLAE.

Quantidade de SQR
Adicionada (ug/ml)  Recuperada (ug/ml) % Recuperagao* DPR
50 4,80 96,01
10,0 9,64 96,41 0,79
12,5 12,18 97,48

*: cada valor representa a média de trés determinagGes

TABELA 4.22 — Valores experimentais do teste de recuperacdo realizado para a
formulacdo ENINCoy, por CLAE.

Quantidade de SQR
Adicionada (ung/ml)  Recuperada (ng/ml) % Recuperacao* DPR
5,0 4,95 99,06
10,0 9,77 97,68 1,30
12,5 12,53 100,26

*: cada valor representa a média de trés determinacdes
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Os cromatogramas obtidos para a solucdo de geraniol (2 pg/ml) e as

bases semi-solidas (ENI e ENINC) encontram-se na Figura 4.15.
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FIGURA 4.15 — Cromatogramas obtidos por CLAE para SQR (A), solu¢do de geraniol
(2 png/ml) (B), base ENI (C) e base ENINC (D). Condi¢cbes cromatogréaficas: coluna
Spherisorb 5CN® (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna Spherisorb 5CN® (10 mm x

4,6 mm, 5 um); fase movel n-hexano:etanol (85:15, v/v); fluxo 0,3 ml/min.; deteccéo 233
nm (1,0 AUFS).

A Figura 4.16 apresenta os espectros de absorcédo de citral (SQR,) em

comparacdo com o espectro da solucdo de geraniol, na regido do UV.
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FIGURA 4.16 — Espectros de absorcdo no ultravioleta do citral em n-hexano (20 ug/ml)
e solucao de geraniol (2 ug/ml), utilizando espectrofotometro UV/VIS Shimadzu UV 16A.
(A) SQR, (B) geraniol.

4.2.4.8 Discussao

Neste trabalho, desenvolveu-se um método analitico por CLAE para a
quantificacdo de citral no 6leo volatili e nas formulagdes semi-sélidas analisadas,
empregando sistema de fase normal e deteccdo por espectroscopia de absorcdo
molecular no UV. O método por CLAE desenvolvido neste estudo torna-se uma técnica
alternativa para a quantificagcdo desta substancia no 6leo volétil e nas preparacoes

farmacéuticas.

As condi¢cBes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método
analitico foram influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do o6leo volétil e do
citral, como solubilidade e absor¢do no UV. O citral € solivel em solventes organicos,

como éter etilico, hexano e etanol, e insolivel em agua (INDEX MERCK, 2000).
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Comparando-se os espectros de absorcdo da amostra de 6leo volatil com
a SQR (Figura 4.11) observa-se uma similaridade entre eles, indicando tratar-se da
mesma substancia. Além disso, observa-se uma diferenca na intensidade de absorgéo
entre 0s espectros de citral SQR e na amostra de 6leo volatil, demonstrando diferencgas

guantitativas entre eles. Esta variagcdo quantitativa € esperada, uma vez que a

quantidade de citral presente na amostra de 6leo volatil € de 76%.

A cromatografia em fase normal baseia-se na adsorcéo de grupos polares
da molécula nos grupos polares da fase estacionaria, sendo o gel de silica o sorvente
mais utilizado, e a extensdo com que o composto é retido dependerd, principalmente,
de sua polaridade. Dentre as aplicacbes deste sistema, pode-se citar a analise de
compostos muito lipofilicos, como na separacéo de diferentes classes de lipidios e na
analise de tensioativos, que tendem a formar micelas nas condi¢cdes usadas na

cromatografia em fase reversa (WATSON, 1999).

Utilizou-se, no presente trabalho, uma coluna Spherisorb 5CN® (250 mm x
4,6 mm, 5 um), que contém grupos cianopropil ligados ao gel de silica, conferindo uma
moderada polaridade, sendo empregada, também, na andlise de tensioativos
(WATSON, 1999). A escolha desta fase estacionaria baseou-se no trabalho de HUDAIB
e colaboradores (2001) e na solubilidade do Oleo volatil, uma vez que a presenca de

solventes muito polares, como a agua, impossibilitaria sua solubilizacéo.

Para a extracdo do 6leo volatil e do citral das formulacdes em estudo,
utilizou-se como solvente etanol, possibilitando a solubilizacdo dos componentes
hidrofilicos e lipofilicos presentes nas emulsfes, obtendo-se uma mistura homogénea
dos mesmaos, e por ser miscivel em n-hexano. Em fungdo destas caracteristicas, nao foi
possivel empregar o gel hidrofilico nesta analise, uma vez que apresentava uma
elevada quantidade de &gua em sua composicdo, o que dificultou sua mistura nos

solventes empregados, em especial, n-hexano.

A fase moével, uma mistura de n-hexano e etanol (85:15, v/v), mostrou-se

adequada, propiciando uma boa resolucao do pico do citral e um tempo de retencéo de
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13,8 minutos (Figura 4.13). Além disso, o baixo fluxo da fase mével empregado, aliado
as condi¢des cromatograficas utilizadas, proporcionou uma maior seletividade, uma vez
que nao foram verificadas interferéncias de impurezas e excipientes no pico

cromatografico do citral.

Outro parametro importante a ser considerado na analise cromatogréafica
se refere a temperatura, a qual foi mantida a 25 °C + 2 °C durante todas as analises.
Cabe salientar que o citral, o 6leo volatil e n-hexano sdo substancias com elevada
volatilidade, necessitando de cuidados especiais na sua manipulacdo, a fim de nao
comprometer as andlises realizadas. Neste sentido, procurou-se manter a fase mével
em recipiente fechado, bem como as solu¢gdes de SQR e amostras acondicionadas em

frascos de vidro ambar, hermeticamente fechados.

O método analitico desenvolvido foi validado e os parametros avaliados
compreenderam: linearidade, especificidade, precisdo, exatidao, limites de deteccédo e

quantificacao.

A linearidade de um método analitico representa a sua habilidade em
produzir resultados que sdo diretamente proporcionais a concentracdo da substancia
em analise, num determinado intervalo (ICH, 1996a; USP 28, 2005).

Os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade do método proposto
indicam que as solugdes de citral apresentam correlagéo linear entre as areas dos picos
e as concentracdes, nos intervalos utilizados. Graficos de concentracdo versus areas
absolutas foram plotados e mostraram a linearidade do método, na faixa de
concentracdo de 10 a 30 pg/ml. O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,9991,
indicando uma boa correlacao entre os valores experimentais encontrados. A andlise de
variancia dos valores das areas absolutas demonstrou haver regressao linear
significativa, ndo havendo desvio de linearidade, conforme esta demonstrado na Tabela
4.12.

A precisdo de um meétodo analitico representa o grau de concordéancia de
uma serie de leituras, resultante da aplicacdo repetida do método a amostras
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homogéneas. Pode ser avaliada pela reprodutibilidade, repetibilidade (intradia) ou
precisado intermediatia (interdia), sendo expressa pelo desvio padrao relativo (DPR). A
reprodutibilidade se refere aos resultados obtidos de uma amostra analisada em
diferentes laboratorios, em diferentes dias e avaliada por diferentes analistas, em
diferentes equipamentos; a repetibilidade é medida em funcdo dos valores encontrados
através de varias reproducdes do método, nas mesmas condi¢cdes de andlise, em um
curto intervalo de tempo; a precisédo intermediaria, por sua vez, representa o efeito das
variacbes dentro do laboratério devido a diferentes efeitos, como dias, analistas ou
equipamentos (ICH, 1996a; USP 28, 2005). Neste trabalho avaliou-se a repetibilidade e

a precisao intermediaria do método analitico.

Os resultados obtidos demonstraram a precisdo do método, obtendo-se
baixos valores de DPR na avaliacdo da repetibilidade (1,37; 0,59; 1,36 e 0,82 para o
oleo volétil, formulagcdo ENIO3, ENIO5 e ENINCoy, respectivamente) e na precisdo
intermediaria (1,12; 1,39 e 1,27, para o Oleo volétil, formulacdo ENIO5, e ENINCoy,

respectivamente).

O teor de citral encontrado na amostra de 6leo volatil por CLAE foi de
75%. Este resultado assemelha-se ao obtido na quantificacdo de citral por CG (76%).
Para as formulacbes semi-sélidas, o teor médio de citral foi 105,22%, 102,12% e

101,63% para as preparacdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy, respectivamente.

Os resultados nos testes de recuperacao demonstraram a boa exatidao do
método. A recuperacdo média foi de 99,06%, 96,63% e 99,0% para o 6leo volatil e

formulagdes ENIO5 e ENINCoy, respectivamente.

Os limites de quantificacdo e de deteccédo foram 0,36 ug/ml e 0,12 ug/ml,

respectivamente e indicaram a boa sensibilidade do método cromatografico.

A especificidade de um método é definida como a habilidade em avaliar de
forma inequivoca a substancia de interesse na presenca de componentes que poderiam
interferir na sua determinacdo, como excipientes, impurezas, contaminantes ou
produtos de degradacdo, por exemplo (ICH, 1996a; USP 28, 2005). No método de
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CLAE desenvolvido, a especificidade foi avaliada empregando-se outra substancia
presente no 6leo volatil (geraniol) e a base nao-ibnica. As analises ndo demonstraram
interferéncias no pico cromatografico do citral (Figura 4.15). Testes complementares,
foram, também, realizados por espectroscopia de absor¢do na regido do UV,
comparando-se 0s espectros de absorcao do citral e do geraniol. O geraniol (2 ug/ml)
apresentou uma pequena absorcdo na regido do ultravioleta (aproximadamente, 200
nm); entretanto, no comprimento de onda maximo de absor¢éo do citral (233 nm) néo
houve interferéncias (Figura 4.16). Um outro teste realizado foi quantificar a amostra de
Oleo volatil em presenca da solucdo de geraniol. Para tal, preparou-se uma solucdo
contendo, aproximadamente, 15 e 2 ug/ml de O6leo volatl e de geraniol,
respectivamente, a qual foi injetada no cromatografo. A area obtida para o 6leo volatil
(sem a presenca de geraniol) foi de 2935938, e para a amostra acrescida da solucao de
geraniol foi de 2900413. Da mesma forma, a solucéo padréo foi, também, acrescida da
solucdo de geraniol e, pelo espectro de absorcdo obtido para as amostras, néo

observou-se mudancas no perfil de absorcao do citral (Figura 4.17).
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FIGURA 4.17 — Espectros de absorcéo no ultravioleta do citral em n-hexano, utilizando
espectrofotdbmetro UV/VIS Shimadzu UV 16A. (A) SQR, (B) SQR e geraniol.
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O meétodo proposto mostrou-se adequado, apresentando linearidade,

precisdo, exatidao e especificidade.
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4.2.5 IRRITACAO CUTANEA PRIMARIA

A avaliacdo do potencial de irritagdo cutanea das formulagdes ENIO3,
ENIO5 e ENINCoy foi realizada através de metodologia in vitro e in vivo. Além destas,

formulagdes controle (ENI e ENINC) foram, também empregadas.

Os ensaios foram realizados no Instituto Adolfo Lutz, nas Secdes de
Cosméticos (ensaios in vivo) e de Culturas Celulares (ensaios in vitro), sob orientacéo
da Profa. Dra. Terezinha de Jesus Andreoli Pinto (Programa de Pds-Graduacdo em

Farmaco e Medicamentos — USP).

O projeto de tese foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS e pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da USP, estando de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA) (Anexos 10.11 e 10.12).

4.2.5.1 Testes in vivo

Para a avaliacao in vivo da irritacdo cutanea primaria das formulacées em
estudo, empregou-se coelhos albinos, de ambos os sexos, da raca Nova Zelandia,
pesando de 2,0 a 2,5 kg. Os animais foram adquiridos da CRIEX Curicultura Ltda e
mantidos no biotério central do Instituto Adolfo Lutz, em gaiolas individuais, a
temperatura de 22 °C + 1 °C e umidade relativa de 30 a 70%, com agua e racao “ad

libitum”. Para cada amostra, seis animais foram utilizados.

A regido dorsal dos coelhos foi tricotomizada, com auxilio de depilador
automatico, 24 horas antes do inicio do ensaio, e dividida em duas regides, aplicando-
se a amostra (0,5 g) em uma das areas, com massagens leves, sendo a outra (sem
aplicacdo do produto), utilizada como controle. A seguir, cada area foi coberta com
gaze estéril e a regido dorsal foi envolvida com nova camada de gaze, fixada,

posteriormente, com fita hipoalergénica. Apos quatro horas, a bandagem oclusiva foi
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removida, e as leituras de edema e eritema foram realizadas 24 e 72 horas apés a
aplicacdo Unica das amostras. A formacdo de edema € verificada pela espessura da

pele dobrada, medindo-se com o auxilio de paquimetro calibrado.

Os resultados foram expressos de acordo com uma escala de graduacéo
das reacgOes cutaneas (INCQS, 2002):

a) Formacéo de eritema
Grau 0: pele normal, sem eritema, geralmente de cor branca, podendo apresentar-se

levemente rosea;

Grau 1: eritema leve, pele ligeiramente avermelhada, onde se percebe uma tonalidade

diferente da area controle;
Grau 2: eritema bem definido, pele vermelha, geralmente em toda a area;

Grau 3: eritema moderado, pele de coloracdo vermelha intensa e difusa, em toda a

area;

Grau 4. eritema severo, pele de coloracdo vermelha escura com leve formacéao de

escaras (injurias em profundidade).

b) Formacao de edema

Grau 0: normal, valor de edema entre zero e 0,24 mm:;

Grau 1: edema muito leve (pouco perceptivel), valor de edema compreendido entre
0,25 mm a 0,49 mm;

Grau 2: edema leve, areas com bordas bem definidas por aumento perceptivel, valor de

edema compreendido entre 0,50 mm a 0,74 mm;

Grau 3: edema moderado (bastante perceptivel), valor de edema compreendido entre

0,75mmailmm;

Grau 4: edema severo, valor de edema maior que 1 mm, podendo, as vezes, ser maior

do que a area de exposicéo.
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A partir dos valores obtidos para as reacdes produzidas e observadas na
pele dos animais, calcula-se o indice de Irritacdo Primaria (IIP) para cada amostra,

classificando-a, de acordo com o modelo:

indice Classificacao

0,0a0,9 N&o irritante

1,0al1,9 Ligeiramente irritante
2,0a4,9 Moderadamente irritante
50a8,0 Severamente irritante

4.2.5.2 Testes in vitro

A avaliacdo in vitro das formulac6es em estudo foi realizada através da
citotoxicidade, tendo como parametro a viabilidade celular. O método empregado foi o
de difusdo em agar (USP 28, 2005).

Os ensaios foram realizados em capela de fluxo laminar vertical, alojada
em sala limpa, com sistema de filtro absoluto e pressao positiva. Os materiais
empregados nos ensaios foram previamente esterilizados e as analises foram

realizadas utilizando-se técnicas assépticas.

Para a execucado dos ensaios utilizou-se linhagem de células NCTC clone
929 (ATCC-CCL 1), proveniente de células de tecido conjuntivo de camundongo, as
quais foram cultivadas em meio minimo de Eagle, suplementado com 0,1 mM de
aminoacidos nao essenciais, 1,0 mM de piruvato de sodio e 10% de soro fetal bovino,
sem antibiético (MEM com 10% SFB).

A manutencdo das culturas celulares foi realizada a 36 °C, em garrafas de
250 ml, e os repiques foram realizados em intervalos de 72 horas. A dispersado da

monocamada celular foi efetuada empregando-se uma associacao de tripsina 0,20% e
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versena 0,02% (ATV). Apés, as células foram novamente suspensas nos respectivos
meios de cultura e distribuidos em garrafas (para manutengcédo) e em placas de Petri

(para a execucéo do teste).

4.2.5.2.1 Procedimento

Para a obtencdo da monocamada, as células foram semeadas em
volumes de 5 ml, em placas de Petri (60 x 15 mm), na concentracdo de 3,0 x 10°
células/ml, mantidas por 48 horas, a temperatura de 37 °C, em atmosfera Umida,
contendo 5% de CO,. Apos, 0 meio de cultura foi desprezado e adicionou-se 5 ml de
meio overlay em cada placa. Este meio € composto por partes iguais de MEM, duas
vezes concentrado, e agar (BBL - Becton Dickinson) a 1,8%, contendo 0,01% de
vermelho neutro (Merck) como corante vital. Apds, discos de papel (0,5 cm de
didametro), atoxicos, foram embebidos nas amostras e colocados sobre a camada do
agar, antes de sua completa solidificacdo. Posteriormente, as placas foram incubadas
em estufa, contendo 5% de CO,, a temperatura de 37 °C, durante 24 horas. Empregou-

se quatro placas para cada amostra testada.

Utilizou-se como controles positivo e negativo fragmentos de latex (0,5

cm) e discos de papel filtro (0,5 cm), respectivamente.

As placas foram avaliadas macro e microscopicamente, e a citotoxicidade
foi verificada pela presenca de um halo claro sob ou ao redor da amostra. Os diametros

dos halos presentes foram medidos com auxilio de paquimetro calibrado.

Os resultados foram expressos de acordo com o indice de Zona (1Z) (USP
28, 2005), utilizando-se a média dos didametros, subtraindo-se 0,5 cm, referente ao
didmetro do disco de papel. Para se obter a medida da toxicidade, o resultado final foi,
entdo, dividido por quatro. O efeito tdxico € verificado de acordo com a seguinte escala
de graduacao (USP 28, 2005):
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V4 Observagdes Reatividade
0 Auséncia de efeito ao redor ou sob a amostra Nenhuma
1 Alterac&o ou degeneracéo celular sob a amostra Fraca

2 Halo claro limitado sob a amostra Leve

3 Halo entre 0,5 e 1,0 cm a partir da amostra Moderada
4 Halo claro maior que 1,0 cm a partir da amostra Severa

4.2.5.3 Resultados

A aplicagdo de uma dose Unica de 0,5 g das formulagcdes contendo o 6leo
volatil na pele dos animais provocou um certo grau de irritacdo. Apds a retirada do
curativo oclusivo, a pele dos animais apresentou-se amarelada, especialmente, em
locais com uma certa quantidade de pélos. Durante o experimento, a intensidade da cor
foi diminuindo, quase que totalmente até 72 horas, ndo comprometendo as leituras das
reagdes. Os valores de edema e eritema, bem como os indices de Irritagdo Primaria

encontram-se nas Tabelas 4.23 e 4.24, respectivamente.

TABELA 4.23 — Valores de edema e eritema observados ap0s a aplicacdo das
formulagdes em estudo (ENI, ENINC, ENIO3, ENIO5 e ENINCoy).

N Leitura 24 horas* Leitura 72 horas*

Formulagéo _ _
Edema Eritema Edema Eritema

ENI 0 1 0 0
ENINC 0 0 0 0
ENIO3 0 1 0 1
ENIO5 0 1 0 2
ENINCov 0 1 0 1

*: cada valor corresponde a média de 6 determinagfes
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TABELA 4.24 — indices de Irritagdo Primaria (IIP) obtidos para as formulacdes em
estudo (ENI, ENINC, ENIO3, ENIO5 e ENINCoy).

Formulagéo [P Classificacéo
ENI 0,5 Né&o irritante
ENINC 0,0 Né&o irritante
ENIO3 1,0 Ligeiramente irritante
ENIOS 1,5 Ligeiramente irritante
ENINCoy 1,0 Ligeiramente irritante

Os resultados obtidos na avaliagdo da citotoxicidade, através da medida
do didmetro dos halos de toxicidade para as formulacfes, encontram-se na Tabela
4.25.

TABELA 4.25 — Diametros dos halos de toxicidade (cm) obtidos para as formulacdes
em estudo (ENI, ENINC, ENIO3, ENIO5 e ENINCoy), empregando a linhagem celular
NCTC clone 929.

Diametro do halo de toxicidade (cm)*

Controle Controle
ENI ENINC ENIO3 ENIO5 ENINCov pOSitivo negativo
- - 0,51 >1,0 0,23 0,78 -

-: sem efeito tdxico
*: cada valor corresponde a média de 4 determinacdes

Na Tabela 4.26 encontram-se os valores de indice de Zona (1Z) obtidos

para as formulacdes, pela medida dos halos de toxicidade.
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TABELA 4.26 — Citotoxicidade das formulagdes graduada em indice de Zona (12),
segundo a USP 28, 2005.

Formulagéo 1z Reatividade
ENI 0 Nenhuma
ENINC 0 Nenhuma
ENIO3 3 Moderada
ENIOS 4 Severa
ENINCov 2 Leve
Controle negativo 0 Nenhuma
Controle positivo 3 Moderada

4.2.5.4 Discussao

Os ensaios in vivo realizados neste trabalho objetivaram verificar o
potencial de irritacdo cutanea das emulsdes contendo o 6leo volatil, através da
aplicacdo dos produtos na pele tricotomizada de coelhos. Esta metodologia possibilita
classificar os produtos em quatro categorias, de acordo com o indice de Irritagdo

Primaria (IIP) obtido para cada amostra.

Os valores de IIP encontrados para as formulacdes ENIO3, ENIOS e
ENINCoy foram 1,0; 1,5 e 1,0, respectivamente. Assim, as formulacdes contendo o 6leo
volatil, em diferentes concentracdes, foram classificadas como ligeiramente irritantes.
Formulacdes controle (ENI e ENINC), apresentaram valores de IIP inferior a 0,5, sendo

classificadas como néo irritantes (Tabela 4.24).

Em virtude destes resultados, uma nova formulagdo foi preparada,
contendo o 6leo volatil a uma concentragédo de 1,5% (m/m). O valor do IIP obtido para
esta formulagéo foi de 1,0, classificando-a, também, como ligeiramente irritante. Desta
forma, verifica-se que a concentracédo do 6leo volatil presente nas amostras, na faixa de

1,5 a 5,0% (m/m), ndo interferiu no seu potencial de irritacéo.
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O teste de citotoxicidade empregando a linhagem de células NCTC clone
929 é um método oficial para a avaliagdo da toxicidade de plasticos e materiais
poliméricos, adotado pela American Society for Testing and Materials (ASTM), bem

como pela Farmacopéia Americana (USP 28, 2005).

O teste baseia-se na medida da viabilidade celular, empregando-se
vermelho neutro como indicador (cloreto de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina)
(GUESS et al.,, 1965; USP 28, 2005). O vermelho neutro em pH fisiolégico passa
facilmente através da membrana plasmatica e se concentra no interior dos lisossomas.
A quantidade de corante no interior das células é diretamente proporcional a viabilidade
das mesmas, e alteragcbes no pH ou perda da permeacdao da membrana inibem a
incorporacdo deste corante (EUN; SUH, 2000). Assim, havendo efeito toxico sob as
mesmas (degeneracdo celular e ma formacéo), as células mortas sdo descoradas,
ocorrendo a formacdo de um halo claro ao redor da amostra, cuja medida fornece o

didmetro do halo formado, indicando, desta maneira, o efeito toxico.

De posse dos resultados verificou-se que as formulacées contendo o 6leo
volatil apresentaram efeito toxico para as células, obtendo-se valores de 1Z de 2 (leve)
para a formulagcdo ENINCoy, 3 (moderado) para a formulagcbes ENIO3, e 4 (severo)
para a formulacdo ENIO5 (Tabela 4.26). Para esta amostra, a analise microscopica
demonstrou a ocorréncia de lise celular na maioria das células, auséncia de células
viaveis e um numero bastante reduzido de células coradas, somente na extremidade da
placa de Petri. A formulagdo ENIO1,5 apresentou halo médio de toxicidade de 0,15 cm,
sendo classificada como levemente irritante (IZ = 2). As formulag¢des controle (ENI e
ENINC) ndo demonstraram efeito toxico (1Z = 0).

Desta forma, verificou-se que o Oleo volatil € tdéxico para as culturas
celulares e quando empregado a uma concentragcdo de 5% (m/m) ocasionou a morte da
maioria das células, obtendo-se halos de citotoxicidade superiores a 1,0 cm. Este efeito
citotoxico pode estar relacionado ao modo de acgdo da atividade antimicrobiana

apresentada pelo 6leo volatil, especialmente pelo citral, uma vez que os efeitos
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antibacteriano e antifingico se devem, principalmente, a destruicdo da membrana

celular dos microrganismos, conforme ja relatado neste trabalho.

A inibicdo do crescimento microbiano esta relacionada aos efeitos toxicos
causados por compostos volateis nas células, alterando suas fungdes biolégicas, além
de provocar lise celular e destruicdo de suas estruturas. Estes fenbmenos séo, também,
observados nos ensaios de citotoxicidade, mecanismos pelos quais verifica-se a
presenca de substancias irritantes ou corrosivas. Tal associacdo é sugerida por
PRASHAR e colaboradores (2004) na avaliagédo da citotoxicidade do 6leo de Lavandula
augustifolia e de seus componentes. Neste sentido, a ocorréncia de efeito téxico com

formulagdes contendo o 6leo volatil poderia ser pressuposta.

Com o teste de citotoxicidade empregando o método de difusdo em agar e
linhagem celular NCTC clone 929 foi possivel, também, observar diferencas no
potencial de irritacdo apresentado para as formulagdes contendo o 6leo volatil, ao
contrario dos ensaios in vivo. Este fato pode estar relacionado a metodologia
empregada no teste in vitro e as diferentes concentragdes de 6leo volatil utilizadas. Os
diametros dos halos de citotoxicidade obtidos para as formulacbes ENIO1,5; ENIO3,
ENIO5 e ENINCpy foram 0,15; 0,51; > 1,0 e 0,23 cm, respectivamente (Tabela 4.25).
Verifica-se que quanto maior a concentracdo de 6leo na formulacdo, maior seu efeito
toxico. Atraves da técnica empregada, observa-se que o efeito citotoxico do oleo volatil
é dose-dependente e, em concentragdes iguais ou superior a 5%, obtem-se 0 maximo

de sua toxicidade.

Partindo-se destas observacgdes, verifica-se, também, a potencializacdo do
Oleo sobre as culturas celulares, de maneira semelhante ao que ocorre na inibicdo do
crescimento da levedura de C. albicans, empregando-se o método microbiolégico de
difusdo em agar. Em ambas metodologias o fendmeno observado € a formacdo de um
halo claro ao redor das células, decorrente da acdo tdéxica (culturas celulares) ou
inibitéria (levedura) do 6leo volatil sobre as mesmas, e que, em determinadas

concentragdes, percebe-se sua morte (ou inibicdo) quase total.
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Ainda, sob o ponto de vista tecnolégico, com a técnica de culturas
celulares foi possivel, também, avaliar diferencas em relacdo a toxicidade apresentada
pelas formulagbes, incorporando-se o Oleo volatii em diferentes preparacbes. A
formulacdo ENINCoy apresentou menor halo de toxicidade (0,23 cm) em relacdo a
formulacédo ENIO3 (0,51 cm), as quais possuem, em sua composi¢cao, um percentual de
Oleo volatil similar. Desta forma, a incorporacdo do 6leo volatil em suspensdes de NC
possibilitou o desenvolvimento de uma formulacdo com um menor grau de toxicidade,
protegendo-o, por hipétese, da volatilidade, resultando em uma menor difusdo do

mesmo, de acordo com a metodologia empregada.

O teste in vitro utilizado neste estudo empregou células de tecido
conjuntivo de camundongo e foi utilizado para determinar e comparar a toxicidade de
formulagdes contendo o oleo volatii de C. citratus. O potencial de irritacdo das
formulagdes, graduado em 1Z, foi maior em relacdo ao IIP obtido nos ensaios in vivo,
evidenciando a maior sensibilidade apresentada pelas linhagens celulares em relacéo
aos animais de laboratorio. No teste in vitro verificou-se a citotoxicidade basal, ou seja,
a habilidade de uma substancia em causar morte celular, decorrente de danos na
funcdo béasica da célula (EUN; SUH, 2000), ndo reproduzindo, exatamente, a resposta
biologica apresentada pelo homem, em virtude das diferencas morfologicas e

bioquimicas entre as culturas celulares e a pele intacta.

Em relacdo as formulagbes desenvolvidas neste trabalho, os ensaios in
vivo parecem ser mais adequados, uma vez que a resposta biolégica apresentada pela
espécie animal, reproduz, de maneira mais semelhante a humana. Os testes in vitro,
em virtude de sua fundamentacéo e sensibilidade da cultura celular, demonstraram um
maior potencial irritante para as preparacoes, diferenciando-se dos obtidos no modelo
animal. Contudo, o método de difusdo em agar foi capaz de diferenciar as amostras
irritantes (formulagdes contendo o 6leo volatil) e ndo irritantes (formulacdes controle),
assim como demonstrar sua valiosa aplicagdo em investigar tendéncias de efeitos
citotoxicos dos insumos empregados nas formulacdes, confirmando sua importancia

nos estudos de desenvolvimento de novos produtos.
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Oleos ou substancias volateis sdo usualmente empregados como
fragrancias em diversas preparacfes cosméticas e como aromatizantes em alimentos,
e podem provocar irritacdo, reacdes de sensibilizacdo e efeitos fototdxicos, decorrentes
da natureza quimica de algumas substancias, ao uso frequente das preparacdes e da
concentragdo empregada (GROOT; FROSCH, 1997). Tendo em vista estas
observacgdes, verifica-se que os resultados obtidos na avaliagdo do potencial de
irritacdo das formulacdes contendo o 6leo volatil de C. citratus sédo satisfatorios e
atendem aos critérios estabelecidos para a utlizacdo tdépica destes produtos,
apresentando grau de irritacdo conhecido e baixo (ligeiramente irritante), nas diferentes

concentragdes utilizadas.

150




Parte Experimental

4.2.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

No presente estudo, testes acelerados de estabilidade foram realizados, a
fim de obter informacfes sobre a estabilidade do Oleo volétil, particularmente, do citral e
das formulagbes desenvolvidas neste trabalho (ENIO3, ENIO5 e ENINCoy). Para a
realizacdo dos ensaios, nova amostra comercial de 6leo volatil foi adquirida (Destilaria
Maripa, PR) e a concentracdo de citral foi determinada por CG e CLAE. O dleo volatil
apresentou um teor de citral de 78,5% e 77,6%, nas andlises por CG e CLAE,

respectivamente.

4.2.6.1 Cinética de degradacao fotoquimica do 6leo voléatil

4.2.6.1.1 Condic¢des de estudo

Com o objetivo de avaliar a influéncia da luz, amostras de 6leo volatil e de
citral (SQR) foram submetidas a seguinte condic&o: 600 ul foram colocados em cubetas
descartaveis (Brand — UV/VIS, Semi-micro, 10 mm caminho 6tico), a distancia de,
aproximadamente, 10 cm da lampada germicida Ecolume ZW (254 nm) de 30 W. A
reacdo foi realizada em camara com 100 x 16 x 16 cm, espelhada internamente. A
temperatura no interior da camara foi de 27 °C + 2 °C. As cubetas foram tampadas com
tampa de teflon, envoltas com parafilme para evitar a evaporacdo das amostras, as

quais foram expostas por 4, 8, 10, 12 e 16 dias (n = 3).

O acompanhamento da degradacéo das amostras foi realizado por CLAE,
verificando mudancas na concentracdo de citral, de acordo com as condi¢cdes
cromatogréficas descritas no item 4.2.4.2 (Tabela 4.10). As amostras de 6leo volatil e
de citral correspondentes a cada tempo de coleta foram misturadas e apds, pesou-se
25 mg e diluiu-se em n-hexano, até obter a concentracdo tedrica de 20 pg/ml. Para

cada periodo de exposicao foram realizadas trés determinacdes.
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Através dos resultados obtidos de concentracdo de citral em cada tempo
de armazenamento, construiu-se graficos (concentracdo versus tempo), a partir dos
quais pode-se estimar a ordem de reacdo para o Oleo volatil e para o citral, nas

condicdes experimentais empregadas.

Adicionalmente, as amostras de oOleo volatil e de citral (SQR) foram,
também, avaliadas em relacdo a sua atividade antifungica. O ensaio foi realizado para
as amostras submetidas a fotodegradacédo por 16 dias, empregando-se a cepa de C.

albicans ATCC 10231, de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.1.2.

4.2.6.2 Estabilidade térmica das formula¢des

4.2.6.2.1 CondicOes de estudo

As formulagc6es ENIO3, ENIO5 e ENINCoy foram submetidas a diferentes
condi¢cbes de temperatura, com o objetivo de avaliar a influéncia deste parametro na
concentracdo de citral e na estabilidade fisica das preparacdes. As amostras foram

preparadas e armazenadas de acordo com as condi¢des descritas a seguir:

1. Trés lotes de cada formulagdo (ENIO3 e ENIO5 e ENINCoy) (3 x 200 g) foram
preparados e 25 g de cada emulséo foram acondicionados em frascos plasticos de
parede dupla, com tampa rosqueavel (total de 21 frascos/formulacdo). Apds 48
horas, as amostras foram armazenadas em geladeira, a temperatura de
7 °C + 2 °C, durante seis meses. Em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 90, 120, 150

e 180 dias, trés amostras de cada formulacao foram avaliadas.

2. Trés lotes de cada formulagdo (ENIO3 e ENIO5 e ENINCoy) (3 x 200 g) foram
preparados e 25 g de cada emulséo foram acondicionados em frascos plasticos de
parede dupla, com tampa rosqueavel (total de 12 frascos/formulacdo). Apds 48
horas, as amostras foram armazenadas em estufa, a temperatura de 25 °C + 2 °C,

durante trés meses. A temperatura e a umidade relativa foram controladas por
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termdmetro digital e higrémetro (Thermo Meter). Em intervalos de tempo de 0, 30,

60 e 90 dias, trés amostras de cada formulagéo foram avaliadas.

3. Trés lotes das formulacbes ENIO3 e ENIO5 (3 x 150 g) foram preparados e 25 g
de cada emulsdo foram acondicionados em frascos plasticos de parede dupla,
com tampa rosqueavel (total de 15 frascos/formulagdo). Para a formulacéo
ENINCoy foram preparados trés lotes de 210 g cada. Apos 48 horas, as amostras
foram armazenadas em camara climatica (Nova Etica 420 CLD, Vargem Grande
Paulista, SP), a temperatura de 40 °C + 2 °C e umidade relativa de 75% + 5%,
durante dois meses. Em intervalos de tempo de 0, 15, 30, 45 e 60 dias, trés

amostras de cada formulacéo foram avaliadas.

4.2.6.2.2 Testes empregados

Apés cada intervalo de tempo pré-estabelecido, as formulacdes (n = 3)
foram avaliadas em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas (caracteristicas
organolépticas e pH) e a concentracdo de citral, por CLAE, de acordo com as

metodologias descritas neste trabalho.

O conteudo de trés embalagens, utilizadas em cada periodo de coleta,
para cada formulacdo, foi retirado e as amostras foram homogeneizadas em gral de
porcelana. A partir desta mistura, procederam-se as analises. Para a andlise
guantitativa, pesou-se o equivalente a 25 mg de citral e as amostras foram preparadas

de acordo com o item 4.2.4.4.2.
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4.2.6.3 Resultados

4.2.6.3.1 Cinética de degradacgao fotoquimica do 6leo volatil

Na analise macroscoépica do 6leo volatil apds o teste de fotodegradacao
verificou-se que as amostras mantidas durante 8 dias de exposicdo a luz germicida
apresentaram odor menos intenso do 6leo volatil, mantendo a coloracéo original. Apos
12 dias percebeu-se alteracbes mais acentuadas no odor e na cor do Oleo, e um

aspecto mais viscoso do mesmo. Resultados semelhantes foram, também, obtidos para

o citral (SQR).

A Tabelas 4.27 e 4.28 apresentam os resultados dos teores de citral na

amostra de 6leo volatil e de citral (SQR), em funcdo do tempo, obtidos a partir de

amostras mantidas a fotodegradacéo.

TABELA 4.27 — Teores de citral no 6leo volatil em funcdo do tempo, obtidos a partir de

amostras mantidas a luz UV (254 nm).

Tempo (dias) Teor Sglgitﬁazl%?)g 6leo Teor de citral total (%) DPR
0 77,64 100,00 0,33
4 71,19 91,69 1,74
8 65,35 84,17 3,30
12 61,93 79,77 0,37
16 47,20 60,79 0,39

*: cada valor representa a média de trés determinagGes
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TABELA 4.28 — Teores de citral na SQR em funcdo do tempo, obtidos a partir de
amostras mantidas a luz UV (254 nm).

Tempo (dias) Teor de citral (%)* DPR
0 100,00 1,75
4 88,64 1,42
8 79,28 1,79
10 70,92 0,84
12 44,76 0,72
16 47,21 1,02

*: cada valor representa a média de duas determinacdes

A partir dos dados experimentais de concentracdo (C) versus tempo (t),
determinou-se a ordem de reagdo seguida pelas amostras, tomando-se como base a
correlagdo existente entre as duas variaveis (concentragdo e tempo) (Tabelas 4.29 e
4.30).

TABELA 4.29 — Valores de coeficientes de correlacdo, considerando diferentes ordens
de reacao, obtidos a partir das amostras de 6leo volatil submetidas a degradacdo sob
luz UV (254 nm).

Tempo Reagéc; de ordem Reacao de primeira | Reacdo de segunda
. ero ordem ordem

(dias) Teor de citral (%) log C 1/C

0 100,00 2,0000 0,0100

4 91,69 1,9623 0,0109

8 84,17 1,9252 0,0119

12 79,77 1,9018 0,0125

16 60,79 1,7838 0,0165

r* 0,9690 0,9494 0,9250

*: coeficiente de correlacao
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TABELA 4.30 — Valores de coeficientes de correlacdo, considerando diferentes ordens
de reacgédo, obtidos a partir das amostras de citral (SQR) submetidas a degradacéo sob
luz UV (254 nm).

Tempo Reacao de ordem Reacao de primeira | Reacado de segunda
. zero ordem ordem

(dias) Teor de citral (%) log C 1/C

0 100,00 2,0000 0,0100

4 88,64 1,9476 0,0113

8 79,28 1,8992 0,0126

10 70,92 1,8508 0,0141

12 44,76 1,6509 0,0223

16 47,21 1,6740 0,0212

re 0,9437 0,9138 0,8782

*: coeficiente de correlacdo

A combinacao dos pares de valores de C versus t, log C versus t ou 1/C
versus t mostrara se a reacdo é de ordem zero, primeira ou segunda ordens,
respectivamente (LACHMAN et al., 2001; NUDELMAN, 1975).

Comparando-se os coeficientes de correlagdo, obtidos por regresséo
linear, foi possivel verificar que a cinética de reacdo que melhor descreve a diminui¢ao
do teor de citral em funcdo do tempo é a ordem zero. As Figuras 4.18 e 4.19
demonstram o perfil de concentracdo de citral em funcdo do tempo e a respectiva

equacao da reta para o 6leo volatil e para o citral (SQR), respectivamente.
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FIGURA 4.18 — Representacdo grafica da fotodegradacdo de citral em funcdo do
tempo, obtida a partir de amostras do 6leo volatil, armazenadas sob luz UV (254 nm).
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FIGURA 4.19 — Representacdo grafica da fotodegradacdo de citral em funcdo do
tempo, obtida a partir de amostras da SQR, armazenadas sob luz UV (254 nm).
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Apés a determinacdo da ordem de reacdo, pode-se calcular os valores
das velocidades de degradagdo (K) para cada tempo (t), a partir da equacao
K = (Co,-C)/t, onde C, corresponde a concentracao inicial de citral e C a concentragéo de
citral no tempo “t”. O valor de K médio foi, entdo, obtido a partir da média aritmética dos
valores de K para cada tempo e, também, determinado pela inclinacdo da reta. Os

resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 4.31 e 4.32 e nas Figuras 4.18 e 4.19.

TABELA 4.31 — Valores das velocidades de degradacao (K) de citral, obtidos segundo
uma cinética de ordem zero, para o 6leo volatil.

Tempo (dias) Teor de citral (%) Valor de K (dias ™) K médio
0 100,00 -

4 91,69 2,08

8 84,17 1,98 2,05
12 79,77 1,69

16 60,79 2,45

TABELA 4.32 — Valores das velocidades de degradacao (K) de citral , obtidos segundo
uma cinética de ordem zero, para a SQR.

Tempo (dias) Teor de citral (%) Valor de K (dias ™) K médio
0 100,00 -

4 88,64 2,84

8 79,28 2,59

3,25

10 70,92 2,91

12 44,76 4,60

16 47,21 3,30
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Na avaliacdo da atividade antifungica das amostras de 6leo volatil e de
citral (SQR), submetidas a fotodegradacéao, por 16 dias, verificou-se uma diminui¢do do
halo de inibicdo formado, em comparacdo com amostras ndo degradadas. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.33.

TABELA 4.33 — Valores dos diametros dos halos de inibicdo (mm) obtidos na avaliagéo
da atividade antifungica do 6leo volatil de C. citratus (OV) e de citral (SQR), submetidos
a fotodegradacéao, por 16 dias, frente a cepa de C. albicans ATCC 10231.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)*

Amostras (2 pl) Controles (20 ul)
oV SQR OV 16diasuv | SQR 16 dias uv P B
19,7 19,6 12,4 10,8 19,6 R

*: média de seis determinagdes; P = solugéo nistatina (0,3 mg/ml); B = branco; R = resistente

4.2.6.3.2 Estabilidade das formulagdes

As Figuras 4.20, 4.21 e 4.22 ilustram o perfil de degradacéo térmica do
citral obtido para as formulacbes ENIO3, ENIO5 e ENINCpy, submetidas as
temperaturas de 7, 25 e 40 °C.
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FIGURA 4.20 — Representacao gréafica da degradacdo térmica de citral em funcdo do

tempo, obtida a partir das amostras das formulagcdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy
armazenadas a 7 °C.
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FIGURA 4.21 — Representacao gréafica da degradacao térmica de citral em fungcéo do

tempo, obtida a partir das amostras das formulacdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy
armazenadas a 25 °C.
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FIGURA 4.22 — Representacao gréafica da degradacao térmica de citral em funcéo do

tempo, obtida a partir das amostras das formulagcdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy
armazenadas a 40 °C.

As Tabelas 4.34, 4.35 e 4.36 apresentam os resultados dos teores de

citral nas formulacdes, obtidos a partir das amostras mantidas as temperaturas de 7, 25
e 40 °C.
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TABELA 4.34 — Teores de citral nas formulacdes ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em funcéo
do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a 7 °C + 2 °C.

Teor (%)*
Tempo (dias) ENIO3 ENIOS ENINCoy
0 100,00 100,00 100,00
30 96,63 97,53 99,82
60 97,59 97,56 98,91
90 97,54 97,57 100,52
120 98,82 98,41 99,48
150 96,89 96,63 99,90
180 97,05 96,96 99,03

*: cada valor representa a média de duas determinacdes

TABELA 4.35 — Teores de citral nas formulagdes ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em funcgéo

do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a 25 °C + 2 °C.

Teor (%)*
Tempo (dias)
ENIO3 ENIO5 ENINCov
0 100,00 100,00 100,00
30 97,32 96,80 98,78
60 93,49 95,78 97,57
90 89,20 92,28 89,78

*: cada valor representa a média de duas determinacdes
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TABELA 4.36 — Teores de citral nas formulacdes ENIO3, ENIO5 E ENINCoy em funcéo

do tempo, obtidos a partir de amostras mantidas a 40 °C + 2 °C.

Tempo (dias)

Teor (%)*

ENIO3 ENIO5 ENINCov
0 100,00 100,00 100,00
15 95,18 95,09 93,32
30 95,76 96,43 93,15
45 87,67 89,12 84,50
60 86,85 86,58 82,30

*: cada valor representa a média de duas determinacdes

Os valores de pH obtidos para as formulacdes em estudo, submetidas as

temperaturas de 7, 25 e 40 °C, em diferentes periodos de armazenamento, encontram-
se nas Tabelas 4.37, 4.38 e 4.39.

TABELA 4.37 — Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo ENIO3,

mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.

Tempo (dias) pH £ 57

7°C 25°C 40 °C
0 6,32 6,13 + 0,07 6,32
15 - - 525+0,01
30 6,14 + 0,03 5,66 + 0,03 5,03 +£0,02
45 - - 4,61 + 0,07
60 - 4,78 £ 0,07 4,41 + 0,01
90 5,99 +0,09 4,77 £ 0,03 -
120 5,75+ 0,01 - -
150 5,86 + 0,01 - -
180 5,62 - -

*: cada valor representa a média de duas determinacdes
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TABELA 4.38 — Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo ENIO5
mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.

Tempo (dias) pH £ 57
7°C 25°C 40 °C

0 6,06 £ 0,01 5,78 £ 0,09 6,06 £ 0,01
15 - - 5,18 £ 0,09
30 5,97+ 0,01 5,34 £ 0,03 4,81+0,01
45 - - 4,43 + 0,01
60 - 4,87 £0,04 4,19+ 0,01
90 6,00 + 0,06 4,44 + 0,03 -

120 5,56 £ 0,04 - -

150 5,50 £ 0,06 - -

180 5,47 £ 0,03 - -

*. cada valor representa a média de duas determinacdes

TABELA 4.39 — Valores de pH obtidos para as amostras da formulacdo ENINCoy
mantidas as temperaturas de 7, 25 e 40 °C.

Tempo (dias) pri=s*
7°C 25°C 40 °C

0 6,05+0,11 5,74 + 0,05 5,92 +0,01
15 - - 4,97 + 0,02
30 5,87 £0,07 5,26 £ 0,01 4,55 + 0,02
45 - - 4,34 0,10
60 - 5,33 £0,08 -

90 5,92+£0,03 4,20+ 0,01 -

120 5,47 + 0,07 - -

150 5,38 £0,01 - -

180 5,22 +0,02 - -

*: cada valor representa a média de duas determinacdes
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4.2.6.4 Discussao

O estudo preliminar da estabilidade fotoquimica do o6leo volatil,
particularmente, de seu principal componente, o citral, constituiu um aspecto importante
deste trabalho, com o objetivo de avaliar a influéncia da luz UV sobre a amostra, fator
de degradacdo, até o momento, ndo relatado para o 6leo volatil, motivo pelo qual, foi
realizado este ensaio. A quantificacdo de citral no 6leo volatil foi realizada por CLAE, e
a partir dos resultados obtidos foi possivel estimar a cinética de degradacao do citral,
sob influéncia da luz UV, com espectro de emisséo a 254 nm. Este ensaio ndo objetivou

verificar a presenca de produtos de degradacéo.

Os estudos preliminares de estabilidade objetivam fornecer informacdes
rapidas sobre as possiveis alteracfes que uma substancia pode sofrer, por acdo da
temperatura, luz e umidade (ICH, 1996b; NUDELMAN, 1975).

Os resultados obtidos demonstraram que, nos periodos de tempo
avaliados, ocorreu a degradacéo de citral sob acdo da luz UV 254 nm. Apos 16 dias de
exposicao, o teor de citral no dleo volatil diminuiu, aproximadamente, 40%. Além disso,
pequenas alteracdes na cor e no odor do Oleo foram observadas. Para as amostras de
citral (SQR) a degradacdo do mesmo mostrou-se mais acelerada em todos os tempos
de exposicdo empregados. Verificou-se que apos 10 e 12 dias de exposi¢cao, o teor de

citral nestas amostras diminuiu cerca de 30% e 60%, respectivamente.

Conforme mencionado, uma das condi¢Bes para que a reacdo fotoquimica
ocorra é que a molécula apresente maximos de absorcdo na regido do UV e a estrutura
quimica da substancia fornece algumas evidéncias sobre possiveis alteracdes que
possam ocorrer com a mesma. A presenca de ligagbes duplas na estrutura do citral
permite sugerir que a luz poderia ser capaz de acelerar a degradacdo quimica desta
substancia. O citral, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, absorve no
UV na regido de, aproximadamente, 200 a 260 nm, com maximo de absor¢cdo em 233

nm, o que explicaria a sua instabilidade a luz UV 254 nm.

165




Parte Experimental

O estudo da estabilidade fotoquimica permitiu, também, elucidar a cinética
da reacdo de fotodegradac&o do citral. A partir dos coeficientes de correlacdo obtidos
para cada tratamento realizado (C versus t, log C versus t e 1/C versus t), foi possivel
verificar que a cinética de reacdo que melhor descreve a diminui¢do do teor de citral em
funcdo do tempo é a ordem zero (Tabelas 4.29 e 4.30). Assim, de acordo com 0
conceito de reacdo de ordem zero, a degradacédo de citral, sob a acdo da luz com

espectro de emissdo em 254 nm, independe de sua concentracéo no 6leo volatil.

As reacOes de degradacdo de substancias ocorrem a velocidades
definidas e apoOs determinar a ordem de reacdo, pode-se calcular a constante de
velocidade de degradacéo da reacdo (K). Os valores de K para a fotodegradacéao do
citral no dleo volatil, obtidos pelo método matematico e pela inclinacdo da reta, foram
2,05 dias™ e 2,26 dias™, respectivamente; para o citral (SQR), os valores de K, pelo
método matematico e pela inclinacdo da reta, foram 3,25 dias® e 3,67 dias™,

respectivamente.

De posse dos resultados obtidos no estudo da fotodegradacéo foi possivel
verificar que a velocidade de degradacdo apresentada para o citral (SQR) € maior
quando comparada com as amostras de 6leo volatil. Apdés 10 dias de exposicdo
observa-se um decaimento acentuado na concentracdo de citral quando empregado
isoladamente; entretanto, nas amostras de O6leo volatil, verifica-se uma diminuicdo
gradual de sua concentracdo. O 6leo volatil, por apresentar outros compostos em sua
composigao, confere ao citral uma melhor estabilidade, podendo esta estar relacionada,
também, a degradacao de outras substancias presentes no mesmo, evitando, de certa

forma, a degradacao mais acelerada do citral.

No trabalho realizado por FREEBURG e colaboradores (1994), além da
interferéncia da luz no processo de degradacdo do 6leo volatil de limdo, o pH das
preparacgdes contribuiu para a instabilidade do citral. A degradacéo de citral em bebidas
e emulsdes contendo o 6leo de limédo, armazenadas as temperaturas de 25, 35 e 45 °C,

foi avaliada, e apresentou uma cinética de primeira ordem. Através destas observactes
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verifica-se que a cinética de reacdo de um produto ou substancia depende do fator de

decomposi¢cdo empregado no estudo de estabilidade, bem como do tipo de preparacao.

Além disso, nos estudos de estabilidade, é importante avaliar a acéo
farmacoldgica da amostra degradada ou dos produtos de degradacéao isolados, com o
objetivo de verificar possiveis alteragcbes que possam ocorrer no efeito apresentado
pela substancia. Neste trabalho, as amostras de 6leo volatil e de citral, submetidas a
fotodegradacéo, por 16 dias, foram avaliadas em relacdo a atividade antifungica e os
resultados obtidos demonstraram uma diminuicdo no halo de inibicao frente a levedura
de C. albicans, em comparagdo com as amostras ndo degradadas (Tabela 4.33);
entretanto, o citral e o 6leo volatil, mesmo em baixas concentracdes, apresentaram

acao inibitéria, demonstrando, novamente, seu importante efeito.

A avaliacdo da estabilidade fotoquimica do 6leo volatil possibilitou verificar
0 decaimento na concentragéo de citral em fungcéo do tempo e demonstrar seu perfil de
degradacdo, nao objetivando avaliar seus possiveis produtos de degradacao;
entretanto, € importante salientar que na analise dos cromatogramas obtidos das
amostras degradadas de 6leo volatil foi possivel verificar a presenca de dois novos
picos, provavelmente, relacionados a formacédo de produtos de degradacdo do citral
(Figura 4.23). Por outro lado, avaliando-se os cromatogramas obtidos para o citral
(SQR) observa-se a presenca destes picos na amostra ndo degradada (SQR) e nas
amostras degradadas (Figura 4.24). De posse destes resultados, foi possivel verificar
um aumento na concentracdo destes produtos, decorrente da degradacao do citral sob
acdo da luz UV (254 nm), e que, a presenca dos mesmos na SQR pode estar
relacionada ao processo de obtencdo industrial do citral. Em relacdo ao método de
quantificacdo empregado neste estudo, verifica-se que o mesmo mostrou-se adequado
em determinar o teor de citral nas amostras submetidas a fotodegradacéo,

possibilitando, também, verificar o surgimento de produtos de degradacéo.
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FIGURA 4.23 — Cromatogramas do citral, a 20 ug/ml, para as amostras de 0leo volatil
submetidas a luz UV (254 nm): (A) oleo volatil; (B) amostra submetida por 8 dias; (C)
amostra submetida por 12 dias; (D) amostra submetida por 16 dias. Condicoes
cromatogréficas: coluna Spherisorb 5CN® (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-coluna
Spherisorb 5CN® (10 mm x 4,6 mm, 5 um); fase moével n-hexano:etanol (85:15, v/v);
fluxo 0,3 ml/min.; deteccdo 233 nm (1,0 AUFS).

FIGURA 4.24 — Cromatogramas do citral, a 20 ug/ml, para as amostras submetidas a
luz UV (254 nm): (A) SQR; (B) amostra submetida por 4 dias; (C) amostra submetida
por 8 dias; (D) amostra submetida por 10 dias; (E) amostra submetida por 16 dias.
Condicdes cromatogréficas: coluna Spherisorb 5CN® (250 mm x 4,6 mm, 5 um) e pré-
coluna Spherisorb 5CN® (10 mm x 4,6 mm, 5 um); fase mével n-hexano:etanol (85:15,
v/v); fluxo 0,3 ml/min.; deteccdo 233 nm (1,0 AUFS).
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Um dos objetivos dos estudos de estabilidade é determinar o periodo de
tempo e sob quais condi¢cdes a estabilidade do produto é satisfatéria. A influéncia da
temperatura nas formulagfes semi-sélidas ENIO3, ENIO5 E ENINCoy foi avaliada e os
testes realizados objetivaram verificar, experimentalmente, o tgoy, das preparagdes, em
diferentes temperaturas (7, 25 e 45 °C). A concentracdo de citral nas amostras foi
determinada por CLAE, em diferentes periodos de armazenamento, até se obter uma

perda de 10% em relacdo ao teor inicial.

Os resultados obtidos demonstraram que as formulacdes semi-sélidas
foram estaveis a 7 °C, por um periodo de 180 dias. Para as formulacdes ENIO3 e
ENIO5 obteve-se uma perda no teor inicial de citral de, aproximadamente, 3%; a
formulagdo ENINCoy mostrou-se um pouco mais estavel, apresentando uma diminuicao
de 1% na concentracdo inicial de citral (Tabela 4.34). Além disso, verificou-se que, as
temperaturas de 25 e 40 °C, as formulacbes foram estaveis por 90 e 30 dias,

respectivamente (Tabelas 4.35 e 4.36).

O estudo de estabilidade térmica das formulacdes permitiu verificar que o
calor é um fator responsavel pela degradacao de citral no dleo volatil, verificada pela
diminuicdo de sua concentracdo em funcdo da temperatura de armazenamento. Além
disso, 0 aumento da temperatura acelerou o processo de degradacdo do citral nas
preparacbes. Estes resultados corroboram com os relatados na literatura,
demonstrando a importancia de se empregar baixas temperaturas na conservacao de
preparacdes contendo Oleos volateis (FREEBURG et al., 1994).

Outro aspecto importante se refere ao pH das preparac6es. Foi verificado
que nas temperaturas de 25 e 40 °C, a medida em que a concentracao de citral diminui
com o periodo de armazenamento, o valor de pH das amostras, também, diminuiu. De
um modo geral, a perda de 10% na concentracdo de citral ocorreu abaixo de pH 4,7
para as formulacdes ENIO3 e ENIO5, e pH 4,5 para a formulagcdo ENINCoy. Ainda,
pode-se observar que, a baixas temperaturas, os valores de pH das formulacdes foram,
também, alterados. O pH inicial das formulacdes foi em torno de 6,0 e, apds 180 dias, a

temperatura de 7 °C, as amostras apresentaram valores de pH inferiores (5,62; 5,47 e
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5,22, para as formulagdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy, respectivamente) (Tabelas 4.37,
4.38 e 4.39); entretanto, esta alteragdo nao afetou a estabilidade das formulagdes.
Estes resultados, de um modo geral, evidenciam que maiores variagdes na
concentracao de citral ocorrem em valores de pH abaixo de 5,0, comprometendo, desta
forma, a estabilidade das formulacbes semi-soélidas contendo o Oleo volatil de C.

citratus.

E importante salientar que para formas farmacéuticas de uso topico, como
cremes, pomadas, locdes, solugbes e géis, além dos testes recomendados para a
avaliacdo dos fatores responsaveis pela degradacdo da substancia ativa, outros
aspectos contribuem para o estudo da estabilidade de tais preparacdes farmacéuticas.
Os testes empregados estao relacionados com a aparéncia, cor, homogeneidade, odor,
pH, consisténcia, distribuicdo do tamanho de particula e poténcia da substancia ativa,
quando presente (NUDELMAN, 1975).

A andlise macroscopica das formula¢cdes demonstrou que as amostras
armazenadas durante seis meses, a temperatura de 7 °C, conservaram as suas
caracteristicas originais em relacdo a cor, odor e homogeneidade. Alteracdes visuais
foram observadas em relacéo a cor e ao aspecto apés 30 dias, a temperatura de 40 °C
e 90 dias, a temperatura de 25 °C. As formulacbes apresentaram coloragcéo levemente
amarelada e aspecto menos consistente ao abrir as embalagens. Para a formulacdo
ENINCoy observou-se, também, a formacdo de agregados quando armazenada a
temperatura de 25 °C, ap6s 90 dias. Desta forma, evidencia-se a importancia de
empregar determinacdes fisico-quimicas na avaliagdo da estabilidade de preparacfes
farmacéuticas e que, a influéncia da temperatura, pode ocasionar alteracbes na

aparéncia dos produtos, indicando uma possivel degradacéao.

A degradacdo de substancias nos Oleos volateis € complexa, pois sdo
constituidos de um numero variado de compostos. Em alguns casos, a atividade
farmacoldgica apresentada pelo 6leo volatil € devida a uma substancia principal;

entretanto, nas reacdes de degradacao, outras substancias poderéo estar envolvidas.
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Neste trabalho, avaliou-se a estabilidade do Oleo volatil e deste em
formulacdes semi-soélidas pela determinacao do teor de citral, verificando alteragbes na
sua concentragdo em funcdo tempo de armazenamento, sob acdo da luz e da

temperatura.

No processo de degradacdo do citral, sob influéncia da luz e da
temperatura, diversas reacdes quimicas podem estar envolvidas, como oxidagao,
isomerizacdo e polimerizacdo, e o0 mecanismo de rea¢do que envolve estes processos

€ complexo. Contudo, algumas observacdes podem ser relatadas.

Os aldeidos sdo compostos facilmente oxidados, e a luz e o calor podem
acelerar sua oxidacdo. A oxidacdo do citral, mediada por radicais livres ou pelo oxigénio
molecular, pode levar a formag&o de um &cido carboxilico (Figura 4.25). Aléem disso, por
apresentar em sua estrutura ligacdes duplas e hidrogénio-a, o processo de oxidagéo
pode desencadear reagdes, levando a formacgédo de peroxidos, por exemplo (GALIEN,
2003).

A formacédo destes produtos pode estar relacionada a diminuicao do pH
das formulagodes.
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FIGURA 4.25 — Oxidac&o do citral (GALIEN, 2003).
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Conforme relatado, o p-cimeno € um produto de degradacgéo térmica do
citral, decorrente de sua oxidacao-redugdo. O mecanismo de conversao do citral e a-

terpineno em p-cimeno foi proposto por SAWAMURA (2004) (Figura 4.26).
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++HJO +-2H
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FIGURA 4.26 — Mecanismo de converséo de citral e y-terpineno em p-cimeno.

Por sua vez, a isomerizacéo do citral, influenciada pelo calor, luz ou pH, foi
proposta por GALIEN (2003) (Figura 4.27).

172




Parte Experimental

¥

H3C\ H3C\
e I/:\ZD luz HaC —// _\:o
- __
/

HiC HsC

FIGURA 4.27 — Isomerizacgao do citral (GALIEN, 2003).

A formacédo de produtos de degradacédo do citral contribui para alteragfes
no odor e na cor do 6leo volatil e, consequéntemente, das formulacdes. Além disso, a
exposicdo do Oleo volatii a luz e a temperatura, provavelmente, ocasionou a
degradacao de outros componentes presentes no 6leo, bem como possiveis interacdes

entre eles. Neste sentido, diferentes produtos podem ser obtidos.

Da mesma forma, diversas reacdes e produtos de degradacdo podem ser
obtidos quando se emprega o Oleo volatil, isoladamente, ou em preparacdes
farmacéuticas. Na avalicAo da estabilidade de uma emulsdo contendo citral (em
substituicdo ao oleo de lim&o), os produtos de degradacéao identificados foram: p-menta-
1,5-dien-8-ol, p-menta-1(7),2-dien-8-ol, a,p-dimetilestireno, p-cimen-8-ol e 2,3-diidro-
1,8-cineol. Estes compostos foram encontrados em pequenas quantidades (tracos) nas
bebidas e emulsGes contendo o Oleo volatil, as quais apresentaram como principal
produto de degradacdo o p-cimeno (FREEBURG et al.,, 1994). Estes resultados
corroboram com os obtidos neste trabalho, demonstrando a importancia de se avaliar
substancias ativas e em preparacfes, e evidenciam que outros compostos ou
excipientes empregados na preparacdo de formulagdes influenciam na estabilidade da

substancia.
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4.2.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VIVO: estudo preliminar pré-
clinico (BEM-JOSEF, et al., 2003; TATSUMI et al., 2001; VAN CUTSEN, 1989)

Com o objetivo de avaliar a eficacia da formulagdo ENIOS5, um estudo
preliminar pré-clinico foi realizado. Neste estudo empregaram-se cobaias albinas
Hartley (ANILAB Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda, Paulinia, S&o
Paulo), pesando de 200 a 300 g, mantidas sob condi¢Ges padronizadas de temperatura
(22 £ 1 °C) e umidade relativa do ar (85% + 1%), em ciclos de claro e escuro de 12

horas. Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo (pellets) e agua, e foram

utilizados apés quatro dias de adaptagéo no biotério.

As infeccdes foram produzidas empregando-se cepa patogénica de C.
albicans (IC de cobaia), mantida em &gar Sabouraud-dextrose (tubo inclinado). A
suspensédo do microrganismo foi preparada no momento do ensaio, em solucdo salina

estéril, a uma concentracdo de, aproximadamente, 10° células/ml.

A regido dorsal dos animais foi tricotomizada (area de, aproximadamente,
3,5 cm?), com auxilio de tricotomizador elétrico (Oster GOLDEN A5®, USA). Apds a
retirada do pélo, a pele foi escarificada, e aplicou-se, a seguir, 100 ul da suspenséo da
levedura, através de massagens suaves, cobrindo-se o local com parafiime e gaze
esteéril, fixando o curativo com fita adesiva hipoalergénica. O curativo oclusivo foi
removido trés dias apds a promocao da infecgdo. Exames macroscépicos das lesdes e
reacOes produzidas na pele dos animais (eritema, descamacdo e crostas) foram

realizados.

ApGs a confirmagédo da infecgdo, os animais foram, entdo, tratados com as

amostras, e divididos em quatro grupos:

- Grupo 1: formulacdo ENIOS (5 animais);

- Grupo 2: controle positivo (NIST) — creme comercial contendo nistatina
(Micostalab® 100.000 Ul/4g - Multilab, 4 animais);
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- Grupo 3: controle negativo — formulacdo base ENI (3 animais);

- Grupo 4: branco (B), ndo tratado (2 animais).

O tratamento consistiu na administracdo topica diaria de 0,2 g de cada
formulagdo, durante cinco dias. Analises macroscopicas das regifes infectadas foram
realizadas no 6°, 7° e 12° dias apés a infeccédo, verificando-se o aspecto visual da pele

(formacéo de crostas e eritema), bem como o crescimento dos pélos.

Os animais, apos a finalizagdo dos experimentos, foram eutanasiados em
camara de CO, (Biotécnicas Comércio e Instalagbes Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil). O
material biolégico foi acondicionado em embalagem plastica apropriada e conservado
em freezer, a -20 °C até ser recolhido pelo Centro de Controle de Zoonoses da

Prefeitura de Porto Alegre/RS.

Os ensaios foram realizados em concordancia com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFRGS (Anexo 10.11).

4.2.7.1 Resultados e Discusséao

O estudo preliminar pré-clinico realizado neste trabalho objetivou avaliar a
eficacia da formulacdo ENIOS5, utilizando o método descrito na literatura para a
avaliacdo da atividade antifungica in vivo de substancias ou produtos (BEM-JOSEF, et
al., 2003; TATSUMI et al., 2001; VAN CUTSEN, 1989). Nestes estudos € possivel
verificar a atividade biolégica da amostra, através da administracdo topica no local
infectado com o microrganismo em estudo, e comparar com a substancia de referéncia.
As avaliacOes sdo realizadas pela observacdo macroscopica das lesdes produzidas na
pele dos animais, as quais sdo caracteristicas de cada tipo de infeccdo, bem como
analises microscopicas, verificando-se a presenca ou ndo do agente patogénico,
evidenciando-se, desta forma, a melhora ou cura da doenca. A C. albicans é o
microrganismo empregado para promover candidiase cutanea em cobaias, e é capaz

de penetrar no extrato cérneo e mudar, morfologicamente, da forma leveduriforme
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(forma saprofitica infectante) para pseudohifa (forma parasitaria, micelial, isolada dos
tecidos) (LACAZ et al.,, 2002; VAN CUTSEN, 1989). Neste trabalho, as avaliacdes

foram realizadas pela analise macroscoépica dos locais infectados com C. albicans.

As lesbes cutaneas produzidas pela C. albicans na pele escarificada de
cobaias sdo caracterizadas pela formagcdo de eritema, pustulas e crostas, causando
desconforto, ardéncia e coceira no local afetado. Tais reagbes permanecem,
geralmente, por 7 dias, e a cura espontanea é verificada apés 10 a 12 dias (TORRES-
RODRIGUEZ et al., 1999; VAN CUTSEN, 1989).

A analise visual das lesdes produzidas na pele dos animais demonstrou a
formacdo de eritema, cuja intensidade variou de vermelho a vermelho intenso, bem
como a formac&o de pequenas crostas brancas, em todos os animais infectados. De
posse destes resultados, verificou-se o quadro lesional produzido pela infeccédo e

iniciou-se o tratamento topico com as amostras em estudo.

Observacdes macroscopicas foram realizadas no 6°, 7° e 12° dias apés a
infeccdo. Durante o tratamento, observou-se que a infeccdo causou, em alguns
animais, um importante desconforto, uma vez que alguns morderam a regido infectada;
no 6° e 7° dias apods a infeccao, verificou-se a permanéncia de crostas brancas na pele
e pélo dos animais, sendo que a visualizagdo de eritema foi um pouco dificultada, em
virtude do crescimento do pélo no local infectado. Além disso, os animais tratados com
a formulacéo contendo o éleo volatil (ENIO5) apresentaram uma coloracdo amarela nos
pélos, decorrente da administracdo do produto. No 12° dia ap0és a infeccao, verificou-se
a presenca de crostas brancas, em menores propor¢des e, apés tricotomizar as regides
dos animais eutanasiados, foi possivel verificar o aspecto da pele, evidenciando-se a
auséncia de eritema, exceto para um animal do grupo 2 (controle positivo), o qual
apresentou a pele avermelhada. Durante a realizacdo dos experimentos, um animal do
grupo 3 (base ENI) foi descartado, pois encontrava-se debilitado, apresentando inchago

na regido abdominal e apatia.
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Os resultados obtidos na avaliagdo macroscopica das lesfes produzidas

na pele dos animais podem ser visualizados nas Figuras 4.28 e 4.29.

FIGURA 4.28 - Fotomicrografias de candidiase cutdnea em cobaias. (A) pele
tricotomizada, antes da infeccao; (B) pele infectada apds oclusao (formacao de eritema
e crostas); (C) lesbes — 7° dia apos a infeccdo; (C1) tratamento com a formulacao
ENIO5; (C2) tratamento com controle positivo — NIST; (C3) tratamento com controle
negativo — ENI; (C4) animal nédo tratado — B.

FIGURA 4.29 — Fotomicrografias de candidiase cutdnea em cobaias — 12° dia apos a
infeccdo. (Al) tratamento com a formulagdo ENIO5; (A2) tratamento com controle
positivo — NIST; (A3) tratamento com controle negativo — ENI; (A4) animal n&o tratado —
B.
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Dentre as observacbes constatadas durante a realizacdo dos
experimentos, o crescimento dos pélos na regido infectada foi o aspecto mais
evidenciado, visualmente (Figuras 4.28 e 4.29). Assim, a medida do crescimento do
pélo foi utilizada como critério de avaliacdo, uma vez que diferencas visuais foram
observadas entre os diferentes tratamentos. Esta analise foi realizada medindo-se o
comprimento dos pélos (n = 10) apds a eutanasia dos animais. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 4.40 e na Figura 4.30.

E importante salientar que dermatomicoses no couro cabeludo s&o
caracterizadas, em alguns casos, por reacdes inflamatérias intensas e alopecia
(HAINER, 2003; LACAZ et al., 2002; LAUBE, 2004; SEVERO; LONDERO, 1996).

TABELA 4.40 — Comprimento dos pélos (mm), retirados das regides no 12° dia apés a
infeccdo (n=10).

Comprimento dos pélos* (mm) s

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Animais (ENIO) (nistatina) (ENI) (no tratado)
1 9,63 £ 0,30 9,61+ 0,90 8,18 + 1,08 6,13+0,81
2 9,43 + 0,67 6,45+ 1,83 5,57+ 0,75 6,13 + 2,04
3 11,33+ 0,47 10,01 +£0,81 - 8,63+£0,81
4 10,18 £ 0,76 6,14 + 1,84 - -
5 10,17 £ 0,80 - - -

*: cada valor corresponde a média de 10 determinacdes

De posse dos resultados obtidos verificou-se que os animais tratados com a
formulacdo ENIO5 apresentaram um crescimento maior e homogéneo dos pélos, em
comparagdo com as demais formulacdes. Além disso, menor variagcdo entre 0s animais

foi, também, observada. Nos animais tratados com a formulagdo contendo nistatina

178




Parte Experimental

observou-se uma maior variacdo no tamanho dos pélos (6 a 10 mm); diferencas entre
0s animais nédo tratados e aqueles tratados com a base ENI ndo foram observadas.
Estas evidéncias podem estar relacionadas com a umidade proporcionada pela
aplicacdo da base ENI no local infectado, uma vez que constitui um dos fatores
importantes para o crescimento e a incidéncia de infecces fungicas na pele (Tabela
4.40 e Figura 4.30).

12 - EENIO5
ONIST
10 HEENI
£ OB
E
g 8-
@
o
2 61 0
©
(@)
<
5 4
IS
s
2 4
O' T T T T 1

animais por amostra

FIGURA 4.30 — Comparagdo da medida do tamanho dos pélos (mm) entre as
formulagbes utilizadas no tratamento tépico de candidiase cutdnea em cobaias,
realizada no 12° dia apés a infec¢ao (n=10): tratamento com a formulagéo contendo o
Oleo volatil — ENIO5; tratamento com controle positivo — NIST; tratamento com controle
negativo — ENI; animal nao tratado — B.
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O método utilizado neste trabalho para induzir candidiase cutanea na pele
de cobaias mostrou-se adequado para a avaliagdo antifungica in vivo, proporcionando
um quadro lesional caracteristico em todos os animais, além de permitir a observagéo
das lesbes produzidas, no decorrer de todo o experimento; entretanto, para se obter
resultados conclusivos em relacdo a melhora ou cura das infec¢des, novos ensaios
deverdo ser realizados, com um maior nimero de animais e empregando-se analises
microscopicas dos locais infectados, para verificar a presenca ou ndo de Candida,

especialmente, pseudohifas.

Contudo, com base nos resultados obtidos foi possivel verificar que a
formulagéo contendo o 6leo volatil foi capaz de proporcionar um crescimento uniforme e

mais acelerado dos pélos, em comparacéo com as demais formulacoes.
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O controle de qualidade de matérias-primas e preparacdes farmacéuticas
tem como objetivos avaliar as caracteristicas das substancias, segundo normas e
procedimentos estabelecidos por compéndios oficiais, buscando garantir a eficacia e
seguranca do produto. Neste sentido, diversas metodologias sdao empregadas e
aplicadas desde a fase de desenvolvimento dos produtos até a obtencdo da forma

farmacéutica final.

A primeira etapa de avaliacdo deste trabalho constituiu na andlise da
matéria-prima vegetal, um 6leo volatil, extraido das folhas do C. citratus (capim-cidro).
Para tal, a analise de sua composicdo quimica foi avaliada por CG, determinando-se,
principalmente, a concentracao de seu principal componente, o citral (neral e geranial).
Os resultados obtidos demonstraram que a amostra comercial de 6leo volatil
apresentou um teor de citral de 76%, em concordancia com a faixa de concentracéo
determinada (70 a 80%).

Este critério de avaliacdo deve-se ao fato de que o citral € o principal
componente do 6leo volatil responsavel por sua atividade antimicrobiana, conforme
relatado em alguns trabalhos (ABE et al., 2003; INOUYE, 2003; ONAWUNMI et al.,
1984; ONAWUNMI, 1989).

Além disso, procedeu-se a avaliacdo da atividade antifungica do oleo
volatil e do citral, atividade farmacoldgica de interesse deste estudo, empregando-se
diversas cepas de Candida spp., em especial, C. albicans. A atividade antifingica frente
a esta espécie ja havia sido comprovada em estudos anteriores (SCHUCK et al., 2001);
entretanto, novas espécies foram empregadas com o objetivo de ampliar seu espectro

de acéo.

Os resultados obtidos comprovaram a acentuada atividade antifingica
apresentada pelo 6leo volatil, bem como de seu principal componente. Além disso, tais

andlises comprovam gue esta acdo antifingica deve-se, principalmente, ao citral.

Face a estas observacfes e aos resultados descritos na literatura em
relacdo ao potencial antimicrobiano apresentado pelo Oleo volatil, percebe-se a
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importancia de desenvolver preparacdes farmacéuticas contendo este 6leo, na busca
de um tratamento alternativo de algumas doencas, em especial, candidiases

superficiais e dermatomicoses.

Neste sentido, procurou-se desenvolver formulacdes semi-solidas de uso
topico, as quais possibilitaram a incorporacdo do Oleo volatil, em diferentes
concentracdes. Dentre as vantagens apresentadas por estas preparacdes pode-se
citar: o seu baixo custo, uma vez que o Oleo volatili € largamente produzido,
especialmente para a obtencgéo de citral, e a planta é amplamente distribuida no Brasil,
de facil cultivo e obtencdo. Além disso, as preparagdes farmacéuticas foram preparadas
com excipientes usualmente utilizados em bases dermatoldgicas, de facil aquisicdo e
de baixo custo, empregando técnicas de manipulacdo simples, de facil transposicdo

para a escala industrial.

Ainda, sob o ponto de vista soOcio-econdmico, as pesquisas na area
farmacéutica, buscando o desenvolvimento de medicamentos de origem vegetal para o
tratamento de doencas, sdo fundamentais, principalmente em paises em que uma
parcela significativa da populacdo tem pouco acesso aos medicamentos, muitas vezes,
em funcéo de seu alto custo. Especificamente, o tratamento de micoses superficiais, em
alguns casos, é bastante oneroso para alguns pacientes, e a utilizacdo de um produto
fitoterapico, de menor custo, podera auxiliar em determinados quadros patolégicos,

desde que comprovadas sua qualidade e eficacia.

Assim, formulagcbes semi-sélidas foram desenvolvidas (emulsdes e géis) e
avaliadas em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas e atividade antifingica in
vitro. De posse dos resultados obtidos, verificou-se que as formulagbes séao
potencialmente indicadas para o tratamento de micoses superficiais, apresentando
atividade antifungica in vitro contra fungos dermatéfitos e a levedura de C. albicans,
destacando os géis (GHO e GLO); entretanto, a formulagdo GLO, ndo apresentou

caracteristicas farmacotécnicas adequadas para o seu desenvolvimento.
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O desenvolvimento tecnologico das formulacbes desenvolvidas neste
trabalho, bem como aquelas propostas por RAUBER (2001), propiciou o depdsito de
patente junto ao Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI — BR 200203521-A).

Para assegurar a qualidade de preparacbes farmacéuticas contendo
substancias ativas, além de avaliar suas propriedades fisico-quimicas, é necessario
quantifica-las, através de metodologia analitica especifica. Apos estabelecer o método
analitico a ser empregado, foi necessério valida-lo, segundo diretrizes preconizadas por
orgaos oficiais (ICH, 1996a; USP 28, 2005). Esta etapa do trabalho possibilitou
selecionar as emulsdes (ENIO3, ENIO5 e ENINCoy) para serem avaliadas nas
subsequentes analises, uma vez que a formulacdo GHO, apesar de apresentar melhor
atividade antifangica nos estudos in vitro, ndo se adequava as condi¢cfes experimentais
analiticas estabelecidas. Em virtude desta caracteristica empregou-se a base nao-
ibnica para a incorporacdo da suspensao de NC (formulacdo ENINCoy). Além disso, em
funcdo da concentracdo de oleo volatil presente nesta formulacdo (aproximadamente,
3%), empregou-se, a fim de comparacdo, a formulacdo ENIO3, de concentragcdo

semelhante.

Dentre o0s procedimentos necessarios para a obtencdo de um
medicamento fitoterdpico, é importante empregar metodologia analitica, devidamente
validada, para a quantificacdo da(s) substancia(s) ativa(s) vegetal(ais) e/ou marcadores,

caracteristicos da espécie (BRASIL, 2003).

A atividade farmacoldgica apresentada pelos 6leos volateis, muitas vezes,
€ devida ao sinergismo existente entre alguns compostos. Para o oOleo volatil de C.
citratus, o citral foi a substancia ativa selecionada para a sua avaliacdo quantitativa,
bem como nas formula¢gdes semi-sélidas desenvolvidas, em virtude de seu alto teor no

Oleo volatil e sua importancia na atividade antimicrobiana apresentada pelo mesmo.

Neste trabalho, um método analitico por CLAE foi desenvolvido e validado,
constituindo uma técnica alternativa para a quantificacdo de citral no 6leo volatil e nas

emulsdes semi-sdlidas, tendo em vista que a analise do 6Oleo volatil é realizada por CG.
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Além disso, em virtude da versatilidade da CLAE, o método proposto possibilita a
quantificagdo do Oleo volatii em laboratérios de controle de qualidade que néo
empregam a CG em suas analises. Outro aspecto importante se refere a escassez de
dados na literatura a respeito de metodologia de controle de qualidade para
preparacbes farmacéuticas contendo 6leos volateis, tdo pouco a estabilidade de seus

principais compostos.

O método analitico mostrou-se linear, preciso e exato. Além disso, péde
ser empregado nos estudos de estabilidade realizados para o 6leo volatil e para as
formulacdes semi-sélidas (RAUBER et al., 2005).

Os resultados obtidos na quantificacdo de citral no 6leo volatil por CLAE
foram comparados com as analises por CG, a fim de verificar a concordancia entre
eles. As amostras comerciais de 0Oleo volatil apresentaram um teor de citral de 75 e
77,6 %, quando analisadas por CLAE, e de 76 e 78,5%, por CG. Desta forma, observa-
se gue os valores encontrados foram semelhantes, indicando que o método analitico
desenvolvido foi capaz de quantificar a substancia ativa no O6leo volatil, em

concordancia com a metodologia preconizada pelos codigos oficiais.

Em relagédo aos limites percentuais de citral obtidos para as formulacdes
semi-solidas, verificou-se que os valores encontram-se na faixa de 104 a 106%, 101 a
105% e 100 a 103%, do valor declarado, para as formulagbes ENIO3, ENIO5 e
ENINCoy, respectivamente. Os limites preconizados pelas farmacopéias para a
determinacdo do teor de farmacos em formas farmacéuticas compreendem de 90 a
110% (F. Bras. IV, 1988; USP 28, 2005).

Um outro aspecto importante a ser abordado no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos se refere a seguranca apresentada pela preparacdo, ou de
seus constituintes, quando utilizada pelo paciente. Com o0 objetivo de avaliar a
seguranca ou o grau de risco apresentado por um produto ou substancia, ensaios
toxicologicos in vivo e in vitro sdo descritos (BRASIL, 2003a; FDA, 2004; INCQS, 2002;
OECD, 2002).
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De acordo com Resolucdo — RE n° 90 da ANVISA, um dos testes
preconizados para os produtos fitoterapicos de uso tépico, compreende o ensaio de

irritagéo cutanea.

Neste trabalho, a avaliacdo do potencial de irritacdo cutanea das
formulagdes ENIO3, ENIO5 e ENINCoy foi verificada pelo teste de irritagdo primaria da
pele, em coelhos. Adicionalmente, o teste in vitro de citotoxicidade foi, também,
realizado, a fim de avaliar o efeito citotéxico provocado pelo 6leo volétil nas culturas

celulares, e comparar os dois métodos de avaliagéo.

As formulagdes contendo o O6leo volatil foram classificadas como
ligeiramente irritantes nos ensaios in vivo. A irritacdo provocada pelas formulacbes na
pele dos animais € pressuposta, especialmente por se tratar de um produto contendo
um oOleo volatil com elevado teor de citral; entretanto, os resultados obtidos foram
satisfatérios, uma vez que o risco apresentado pelos produtos é baixo. Além disso, o
teste em animais €, atualmente, a metodologia preconizada para a avaliagdo do
potencial irritante de produtos, uma vez que, até o momento, métodos alternativos néo
foram validados; contudo, os testes in vitro constituem uma ferramenta importante no
desenvolvimento de novos medicamentos, em especial, na selecdo de substancias ou
produtos néo irritantes. Nos ensaios in vitro realizados pdde-se verificar uma maior
sensibilidade apresentada pelas culturas celulares, em comparacdo ao modelo in vivo,
além de diferencas entre as preparagdes, no que se refere a concentracdo de 6leo

volatil e excipientes empregados.

No desenvolvimento de preparacbes farmacéuticas, outro ponto
importante a ser avaliado se refere a estabilidade dos produtos (LACKMAN et al., 2001;
NUDELMAN, 1975). Devido a variabilidade quimica das substancias presentes nos
Oleos, bem como a sua instabilidade, torna-se necessario verificar a influéncia de
determinados fatores ambientais (luz, temperatura, entre outros) na estabilidade de
produtos contendo tais substancias, além de definir as condi¢bes ideais de conservagéo
e armazenamento. Neste sentido, realizou-se o estudo da estabilidade das formulagdes
semi-solidas contendo o 6leo volatil (ENIO3, ENIO5 e ENINCoy).
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De acordo com os resultados obtidos, as formulacbes contendo o 6leo
volatil de C. citratus devem ser conservadas em baixas temperaturas (7 °C + 2 °C), a
fim de evitar a degradacao de citral ou de outros componentes presentes no 6leo, além
de preservar suas caracteristicas organolépticas (cor e odor) e homogeneidade. As

formulagdes mantiveram-se estaveis por 180 dias, sob tais condicdes.

Empregando-se condi¢des especificadas pelos guias (BRASIL, 2005; ICH,
2003a; ICH 2003b), nao foi possivel estimar o prazo de validade das formulacdes, uma
vez que as temperaturas de 40 °C e 25 °C, as prepara¢cdes mostraram-se instaveis.
Conforme relatado, o prazo de validade de 24 meses é concedido para produtos
estaveis a temperatura de 40 °C (75% UR), por 6 meses e a 25 °C (60% UR), por 12
meses (produtos semi-solidos). O prazo de validade das formulagbes poderia ser
estimado através do teste de longa duracdo, conduzido a temperatura de 5 °C, durante

12 ou 24 meses.

No que se refere a estabilidade, um outro aspecto abordado consistiu em
avaliar a influéncia da radiacdo UV na estabilidade do 6leo volatil, especificamente, do
citral. Neste estudo, verificou-se que o citral apresenta menor velocidade de
degradacdo nas amostras de 6leo volatil, em comparacdo com a substancia isolada
(SQR), demonstrando que a presenga de outros componentes no 6leo favorece a
estabilidade do citral, protegendo-o, de certa forma, de fatores externos. Estas
observacdes demonstram a importancia de se empregar o 6leo volatil na preparacao de
formas farmacéuticas, em substituicdo ao citral, uma vez que apresenta atividade
antifingica semelhante ao citral e melhor estabilidade. Além disso, a utilizacdo de citral
podera comprometer a seguranca do produto, conforme preconizado pela IFRA e em
concordancia com os relatos existentes da literatura em relagcéo ao efeito sensibilizante
apresentado para esta substancia (ALLENBY et al., 1993; BASKETTER; SCHOLES,
1992; BASKETTER et al., 1994; FROSCH et al., 1995). O 6leo volatil demonstrou
vantagens em relagdo ao citral, no que se refere a acdo antifungica, toxicidade e

estabilidade.
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Buscando empregar a nanotecnologia e suas aplicacdes na obtencao de
uma forma farmacéutica semi-sélida mais estavel, protegendo o 6leo volatil de
possiveis degradacdes, ou, ainda, diminuir a sua volatilizagdo, o mesmo foi incorporado
em suspensdes de NC de Eudragit S100®. A suspensédo de NC foi, entéo, incorporada

em uma base n&o-iénica (formulacdo ENINCoy).

by

No que se refere a estabilidade, a formulacdo ENINCoy apresentou o
mesmo comportamento que as formulagcdes ENIO3 e ENIOS5. O efeito protetor esperado
para o Oleo volatil ndo foi evidenciado nos experimentos realizados a temperatura
ambiente (25 °C) e a 40 °C. Sob tais condi¢bes, verificou-se uma queda mais
acentuada no teor de citral, em comparacdo com as demais formula¢cdes (Tabelas 4.35
e 4.36); contudo, quando as amostras foram armazenadas em geladeira (7 °C),
verificou-se uma menor diferenca entre o teor de citral inicial e apds 180 dias (Tabela
4.34). Estes resultados evidenciam a maior suscetibilidade da formulagdo ENINCoy ao
calor; por outro lado, permitem prever um maior tempo de conservagcdo em baixas

temperaturas.

Um outro aspecto importante se refere aos testes de irritacdo cutanea
realizados. No teste in vitro, a formulacdo ENINCoy apresentou menor efeito citotoxico,
em comparacdo com a formulacdo ENIO3, de concentracdo semelhante. Assim, a
incorporacao do 6leo volatil em NC foi capaz de diminuir sua toxicidade em relacédo as
culturas celulares, e o grau de irritacdo apresentado foi igual ao encontrado no ensaio in
vivo (ligeiramente irritante); entretanto, nos testes in vivo ndo se observou diferencas

entre as formulagdes.

Face a essas observacbes, sob o aspecto econdémico, a formulagao
ENINCov néo apresentou vantagens em relacdo as formulagées ENIO3 e ENIO5, uma
vez que diferencas importantes na avaliacdo da estabilidade e do potencial de irritacdo
cutdnea nao foram evidenciadas; entretanto, foi possivel verificar a viabilidade
tecnoldgica da inclusdo de dleos volateis em nanoparticulas e a incorporcado de tais

sistemas em bases semi-solidas.
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Discusséao Geral

A fase final deste trabalho consistiu na avaliacdo preliminar da atividade
antifangica in vivo da formulacdo ENIO5. Os ensaios pré-clinicos fazem parte das
diversas etapas necessarias para comprovar a eficacia de uma substancia ou produto,
além de correlacionar com os estudos realizados in vitro (VAN CUTSEN, 1989).
Utilizando o modelo animal descrito para a avaliagdo in vivo de candidiase cutanea, foi
possivel verificar que a aplicacdo topica da formulacdo ENIO5 resultou em uma
melhora no quadro lesional produzido pela infeccao, visualizado pelo aspecto da pele,
especialmente, no que se refere ao crescimento dos pélos, indicando uma resposta
positiva em relacdo a melhora da infeccdo. Além disso, o modelo animal empregado
mostrou-se adequado para esta avaliacdo, pois emprega animais déceis e de facil
manipulacdo, além de serem suscetiveis a infeccdo causada pela C. albicans. Estes
resultados servirdo de base para novos ensaios pré-clinicos a serem realizados,
utilizando um maior nimero de animais e avaliacbes microscopicas e histopatoldgicas
dos locais infectados, evidenciando-se, com maior clareza, a eficacia das formulacdes

preparadas com o 6leo volatil de C. citratus.
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Conclusdes

A amostra comercial do 6leo volatil de C. citratus apresentou um teor de citral
(76%) dentro da especificacdo preconizada para a planta e compativel com o limite

estipulado para a sua utilizacdo nas formulagcdes semi-sélidas desenvolvidas.

Na avaliacdo da atividade antifungica do Oleo volatil e do citral verificou-se que
ambos apresentam atividade para espécies de C. albicans (ATCC e IC) e para
cepas nao-albicans (C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis),

demonstrando o seu amplo espectro de acao.

O ensaio da atividade antifungica frente a leveduras do género Candida
corroborou com os relatos existentes na literatura, de que o citral é o principal

componente do 6leo volatil responsavel por sua atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica das NC contendo dleo
volatil de C. citratus foram satisfatorios e permitiram a sua utilizacdo na elaboracéo

de uma forma farmacéutica semi-sélida.

As formulagcdes ENIO3, ENIO5, ENINCoy, GHO e GLO apresentaram-se
homogéneas em relacdo a cor, ao odor e ao aspecto, e valores de pH compativeis

com a aplicacao destes produtos na pele.

O teste de viscosidade demonstrou que as formulacbes apresentaram
comportamento de fluxo ndo-newtoniano e permitiu selecionar as emulsées
(ENIO3, ENIO5 e ENINCoy) e o gel hidrofilico (GHO) como as preparacfes mais

adequadas.

Os ensaios da atividade antifungica in vitro das formula¢cbes demonstraram,
igualmente, a potencialidade do 6leo volatil em inibir o crescimento de fungos
responsaveis por causar infeccdes em humanos e animais, em especial, frente aos

fungos dermatdfitos.

A atividade antifungica in vitro das formulagfes frente a levedura de C. albicans se
relacionou com o tipo de base utilizada para a incorporacdo do Oleo volatil e a
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concentracdo do mesmo na formulacdo. As emulsbes apresentaram menor

atividade que os géis.

Nos ensaios realizados com os fungos dermatoéfitos (M. canis e T. rubrum) foi
possivel verificar a maior atividade apresentada pelas formula¢cdes contendo o
oleo volatil (ENIO3, ENIO5, GHO e GLO) em comparacdo com a formulacdo
contendo cetoconazol (ENlceto), fArmaco empregado no tratamento de algumas

micoses superficiais.

O meétodo de doseamento por CLAE, nas condi¢cdes experimentais estabelecidas,
mostrou-se linear, preciso, exato e especifico, podendo ser utilizado para a
determinagdo quantitativa de citral no 6leo voléatil de C. citratus e em emulsfes

semi-solidas.

As formula¢des semi-sdlidas contendo o Oleo volatil de C. citratus (ENIO1,5,
ENIO3, ENIO5 e ENINCoy), em diferentes concentracdes, foram classificadas

como ligeiramente irritantes no ensaio de irritacdo cutanea.

Comparando-se os resultados obtidos nos testes in vivo (em coelhos) e in vitro
(em culturas celulares) verificou-se que a linhagem celular NCTC clone 929

apresentou uma maior sensibilidade.

O teste in vivo para a avaliacdo da seguranca biolégica das formulacbes
possibilitou explorar o seu potencial de irritacdo e verificar que os produtos
desenvolvidos apresentam um ligeiro grau de irritacdo; entretanto, sédo factiveis
para a aplicacdo clinica. Além disso, estes estudos constituem uma ferramenta

valiosa no desenvolvimento de novos medicamentos.

O estudo preliminar da estabilidade fotoquimica do 6leo volatil demonstrou que o
citral e o 6leo volétil séo sensiveis a irradiacdo da lampada germicida com emissao

em 254 nm.




Conclusdes

Os resultados obtidos na avaliagcdo da cinética de degradacgédo indicam tratar-se de
uma reacao de ordem zero; a velocidade de degradacao do citral no 6leo volatil foi

menor (2,05 dias™) em comparacdo com a amostra de citral (SQR) (3, 25 dias™).

Através da CLAE foi possivel verificar a diminuigcdo do teor de citral nas amostras

de 6leo volatil e de citral (SQR) submetidas a fotodegradacéo.

O estudo da estabilidade térmica das formulacées contendo o 6leo volatil (ENIO3,
ENIO5 e ENINCoy) demonstrou que as formulacdes sdo estaveis a 7 °C + 2 °C,

por 180 dias.

O efeito do calor nas formulacdes (25 e 40 °C) provocou a diminuicado do teor de

citral, do pH, bem como alteracfes na aparéncia das mesmas.

Para manter a estabilidade fisica e quimica de formulacfes contendo o 6leo volatil,
recomenda-se conserva-las em baixas temperaturas (5 a 7 °C), protegendo-as do
calor e da luz.

O modelo animal de candidiase cutanea mostrou-se adequado para a avaliacao da
atividade antifangica in vivo das amostras em estudo. A analise macroscopica e a

medida do crescimento dos pélos foram os parametros de avaliacdo empregados.

A formulacdo ENIO5 possibilitou um crescimento maior e homogéneo dos pélos
nos locais infectados com cepa patogénica de C. albicans, contribuindo para a

melhora da infeccéo.
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Consideragoes Finais

A busca de substancias com atividade farmacoldgica tem sido objeto de
estudo de diversas pesquisas, buscando obter novos produtos que possam auxiliar no
tratamento de doencas. Neste sentido, as plantas medicinais assumem papel relevante,
principalmente, pela sua diversidade, por serem constituidas de substancias de origem
natural, além de apresentar importante acado terapéutica e usualmente empregadas na

medicina popular.

O interesse em desenvolver preparacfes farmacéuticas com o 6leo volatil
de C. citratus, baseou-se nas suas propriedades antimicrobianas e no seu amplo
espectro de acgdo, buscando obter um fitoterapico eficaz para o tratamento topico de
micoses superficiais, dentre elas, candidiases e dermatomicoses. Para tal, diversos
ensaios foram delineados e realizados, incluindo etapas necessarias para o registro e

comercializacdo dos produtos.

De um modo geral, as formulacdes desenvolvidas foram caracterizadas no
gue se refere as suas propriedades fisico-quimicas, atividade antifingica, estabilidade e
toxicidade dérmica, empregando-se técnicas adequadas de analise e controle de
qualidade. Dentre os ensaios realizados, o desenvolvimento da técnica analitica para a
quantificacdo de citral no 6leo volatil, nas suspensfes de NC e nas formulacbes semi-
sélidas foi um dos testes mais importantes e de grande contribuicdo para este trabalho.
As préximas etapas a serem avaliadas para a adequacdo dos produtos se relacionam

aos ensaios pre-clinicos e clinicos, de maneira a comprovar a eficacia dos mesmos.

E importante salientar que no decorrer das pesquisas novas idéias podem
surgir, ampliando as possibilidades de outros trabalhos e/ou ensaios que possam
contribuir ou aprimorar os dados ja existentes, bem como incluir novas preparacoes.
Uma das potencialidades verificada foi a obtencdo de um p6 contendo o dleo volatil,
obtido por secagem por aspersdo. Esta nova proposicdo podera contribuir na

estabilizacdo do 6leo volatil e de seus componentes.

Ainda, foi possivel verificar o efeito inibitério do dleo frente a Fonsecaea

pedrosoi, um fungo dimorfico, responsavel por causar cromoblastomicose em humanos,
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cuja doenca, se ndo detectada em seu estagio inicial, ndo apresenta tratamento
terapéutico, sendo necessario a remog¢ao cirargica ou enxerto cutaneo. Além disso,
poucas substancias apresentam atividade contra tal fungo. Este trabalho esta sendo
realizado em colaboragcdo com a Profa. Dra. Maria L. Scroferneker, do Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, da UFRGS.
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ANEXO 10.1 — Valores de viscosidade apresentados para a formulacdo ENIO3 (n = 3).

Velocidade Viscosidade (cP) £s Viscosidade (cP) = s

(rpm) (curva ascendente) PR (curva descendente) DPR
0,5 434533 + 24412 5,62 272933 + 13738 5,03
1,0 214033 + 10424 4,87 181433 + 5811 3,20
2,0 139700 + 7153 512 125000 + 5311 4,25
2,5 115567 + 5658 4,90 107367 + 2566 2,39
4,0 88813 + 1236 1,39 84840 + 1532 1,81
5,0 78363 + 2105 2,69 - -

ANEXO 10.2 — Valores de tensdo de cisalhamento apresentados para a formulagéao

ENIO3 (n = 3).

Velocidade de
cisalhamento (s™)

Tensao de cisalhamento
(D/lcm?)

(curva ascendente)

Tensao de cisalhamento
(D/icm?)

(curva descendente)

0,11
0,22
0,44
0,55
0,88
1,10

478
471
615
636
782
862

300
399
550
591
747

ANEXO 10.3 — Valores de viscosidade apresentados para a formulagdo ENIO5 (n = 3).

Velocidade Viscosidade (cP) £s Viscosidade (cP) = s

(rpm) (curva ascendente) DPR (curva descendente) DPR
0,5 343600 + 14400 4,19 279933 + 7463 2,67
1,0 180900 + 2551 1,41 169733 + 7801 4,60
2,0 119167 £ 1724 1,45 113300 + 2170 1,92
2,5 100680 + 906 0,90 99643 + 4021 4,04
4,0 77960 + 1141 1,46 76400 + 1338 1,75
5,0 67963 + 1132 1,67 - -
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ANEXO 10.4 — Valores de tensédo de cisalhamento apresentados para a formulagéo

ENIO5 (n = 3).
. Tenséao de cisalhamento Tenséao de cisalhamento

Velocidade de 2 2

. 1 (D/lcm®) (D/lcm®)
cisalhamento (s™)

(curva ascendente) (curva descendente)

0,11 378 308
0,22 398 373
0,44 524 499
0,55 554 548
0,88 686 672
1,10 748 -

ANEXO 10.5 — Valores de viscosidade apresentados para a formulacdo ENINCoy (n =

3).

tomy | e | OPR | e | DPR
2,0 72013 + 6858 9,52 80560 + 2164 2,69
2,5 67423 + 4322 6,41 68746 + 2324 3,38
4,0 53540 + 2194 4,10 52180 + 3935 7,54
5,0 46080 + 831 1,80 47580 + 2729 5,74
10,0 33370 + 1485 4,45 - ]

ANEXO 10.6 — Valores de tensdo de cisalhamento apresentados para a formulagéao

ENINCov (n = 3).

Velocidade de

Tensao de cisalhamento

Tensao de cisalhamento

2 2
cisalhamento (S-l) (curvzgl?i/s(i::]nzente) (curva(lt?é(s:(r:;n)dente)
0,44 317 354
0,55 371 378
0,88 471 459
1,10 507 523
2,20 734 -
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ANEXO 10.7 — Valores de viscosidade apresentados para a formulacdo GHO (n = 3).

Velocidade Viscosidade (cP) £s Viscosidade (cP) = s

(rpm) (curva ascendente) PR (curva descendente) DPR
2,0 482467 + 21032 4,36 473733 £ 29675 6,26
2,5 410933 + 21439 5,22 402800 + 24362 6,05
4,0 286533 + 8751 3,05 282567 + 15636 5,53
5,0 239633 + 6478 2,70 237033 + 11836 4,99
10,0 137333 + 3019 2,20 136633 + 4402 3,22
20,0 79063 + 1924 2,43 -

ANEXO 10.8 — Valores de tensdo de cisalhamento apresentados para a formulagéao

GHO (n = 3).
. Tenséao de cisalhamento Tenséao de cisalhamento

Velocidade de 2 2

. 1 (D/lcm®) (D/lcm®)
cisalhamento (s™)

(curva ascendente) (curva descendente)

0,44 2123 2084
0,55 2260 2215
0,88 2521 2487
1,10 2636 2607
2,20 3021 3006
4,40 2479 -

ANEXO 10.9 — Valores de viscosidade apresentados para a formulagdo GLO (n = 3).

Velocidade Viscosidade (cP) £s Viscosidade (cP) = s

DPR DPR
(rpm) (curva ascendente) (curva descendente)
2,0 63100 + 6427 10,18 64480 + 6535 10,13
2,5 53310 + 4600 8,63 55740 + 4910 8,81
4,0 37973 £ 2233 5,88 39753 + 3063 7,70
5,0 31580 + 2092 6,63 32793 £ 2551 7,78
10,0 18463 + 1233 6,68 - -
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ANEXO 10.10 — Valores de tensdo de cisalhamento apresentados para a formulagcéo
GLO (n = 3).

. Tenséao de cisalhamento Tenséao de cisalhamento

Velocidade de 2 2

. 1 (D/lcm®) (D/lcm®)
cisalhamento (s™)

(curva ascendente) (curva descendente)

0,44 278 284
0,55 293 307
0,88 334 350
1,10 347 347
2,20 406 -
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ANEXO 10.11 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS.
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ANEXO 10.12 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da USP.

234




Anexos

ANEXO 10.13 — Pareceres da Banca Examinadora.
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