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RESUMO

O dleo de copaiba é largamente utilizado na medicina popular da regido
amazonica, principalmente para tratar enfermidades relacionadas a inflamacgoes.
Estudos prévios demonstraram que o Oleo extraido da espécie Copaifera multijuga
Hayne tem uma promissora atividade anti-inflamatdria, assim como seu
componente majoritario, o B-cariofileno. Entretanto, o carater untuoso deste 6leo
torna pouco aceitavel sua aplicacdo direta na pele. Nosso grupo de pesquisa
propds a formulagdo de nanoemulsbes contendo o 0Oleo, uma vez que estes
sistemas, além de hidrofilicos, possuem pequeno tamanho de goticula e alta area
de superficie, o que pode melhorar a penetracdo de substancias através da pele.
O Unico inconveniente destes é a sua baixa viscosidade, que pode ser contornado
por sua incorporacdo em um hidrogel. No presente estudo, foi desenvolvida uma
formulacdo de hidrogel contendo a nanoemulsdo de 6leo de copaiba (Copaifera
multijuga Hayne) e avaliado seu perfil de permeacao/retencdo cutanea no modelo
de pele de orelha suina. A viabilidade de incorpora¢do da nanoemulsdo em dois
agentes geleificantes (Carbopol 980® e quitosana) foi testada. No periodo de sete
dias, a formulacdo de quitosana, ao contrario da formulacdo de Carbopol 980
(CARB-NE) que permaneceu estavel por 60 dias, apresentou visivel instabilidade e
aumento dos valores de tamanho de goticula e indice de polidispersédo. Devido a
isto, a formulagdo CARB-NE foi escolhida para dar continuidade aos estudos de
perfil reolégico e de permeacao/retencdo cutanea. O perfil reoldégico de CARB-NE
foi caracterizado como pseudoplastico, assim como o do hidrogel controle, o que
indica que a nanoemulsdo nao interferiu na matriz polimérica do hidrogel. A
formulacdo CARB-NE aumentou significativamente a penetracdo do componente
B-cariofileno na derme comparada com a nanoemulsdo ndo incorporada em
hidrogel. Ndo houve um aumento da penetracdo na epiderme, e os valores ndo
foram significativamente diferentes para as duas formula¢des. Portanto, o hidrogel
de Carbopol 980°® demonstrou ser o melhor agente geleificante para a
nanoemulsao de copaiba, jA que permaneceu estavel durante o tempo testado e
aumentou a penetracao de (-cariofileno na pele, especialmente na derme, camada

de interesse no tratamento da inflamacao pela via topica.

Palavras-chave: Permeacéao cutanea, 6leo de copaiba, nanoemulséo, hidrogel.






ABSTRACT

Skin permeation evaluation of nanoemulsion-loaded copaiba oil incorporated

into hydrogels

Copaiba oil is a natural product widely used in folk medicine of the Amazon region
mostly to treat diseases related to inflammation. Previous studies have shown that
the oil extracted from Copaifera multijuga Hayne has a promising anti-inflammatory
activity, as well as its major component, (3-caryophyllene. However, the unctuous
nature of this oil makes it slightly acceptable to apply directly to the skin. Our
research group has proposed the formulation of nanoemulsions containing copaiba
oil, since these systems are hydrophilic, have a small droplet size and high surface
area, which can improve the penetration of substances through the skin. The only
disadvantage of these systems is their low viscosity that can be modified by
incorporating it into a hydrogel. In the present study, we developed a hydrogel
formulation containing the nanoemulsion of copaiba oil (Copaifera multijuga Hayne)
and evaluated its skin permeation/retention profile in porcine ear skin model. The
feasibility of incorporating the nanoemulsion into two gelling agents (Carbopol® 980
and chitosan) was assessed. Within seven days, chitosan formulation had
increased values for droplet size and polydispersity index, in opposite to Carbopol®
980 formulation (CARB-NE), which continued stable for 60 days. Due to this, the
formulation CARB-NE was chosen to continue studies of the rheological profile and
skin permeation/retention profile. The rheological profile of CARB-NE was
characterized as pseudoplastic, the same was observed for the control hydrogel,
which indicates that the nanoemulsion had no effect on the hydrogel polymer
matrix. The CARB-NE formulation significantly increased the penetration of -
caryophyllene in the dermis compared to the nanoemulsion not incorporated. There
was no increase in the epidermis permeation, nor the values were significantly
different for the two formulations. Therefore, the hydrogel Carbopol® 980 proved to
be the best gelling agent for copaiba nanoemulsion since it remained stable over
the tested time and increased B-caryophyllene penetration in the skin, especially in

the dermis, the layer of interest in the treatment of topical inflammation.

Key words: skin permeation, copaiba oil, nanoemulsion, hydrogel.
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No Brasil, hA uma extensiva cultura de uso de plantas na medicina
popular. Dentre todas as doencas, a inflamacéo € a mais citada das que se
utilizam de produtos naturais. O 6leo extraido da arvore da copaifera
(Copaifera L.) € um produto natural muito usado na medicina popular da regido
amazonica para diferentes enfermidades, porém, as mais mencionadas s&o
aguelas em que ha algum tipo de inflamacédo (Veiga Junior & Pinto, 2002;
Ferreira Junior et al., 2011).

Segundo estudo recente, dentre todas as espécies do género Copaifera
L., o Oleo extraido da espécie Copaifera multijuga Hayne apresentou melhor
atividade anti-inflamatéria que as espécies Copaifera cearensis Huber ex
Ducke e Copaifera reticulata Ducke, o que foi atribuido ao alto percentual de -
cariofileno (Veiga Junior et al., 2007). No entanto, o carater untuoso do 0leo
torna pouco aceitavel sua aplicacéo direta sobre a pele (Veiga Junior & Pinto,
2002). Uma alternativa é a formulacao do 6leo em nanoemulsées, que além de
permitirem a incorporacdo do 6leo em uma formulacdo de fase externa
hidrofilica, podem, através do reduzido tamanho de goticula e da alta superficie
especifica destes sistemas, melhorar a permeacdo de moléculas através da
pele ou mesmo constituir um reservatorio nas camadas mais superficiais
(Shakeel et al., 2007; Mason et al., 2006). Contudo, a baixa viscosidade das
nanoemulsdes requer um espessamento, o que em geral é feito pela
incorporacdo em um hidrogel. Isto porque hidrogéis tém aspecto sensorial
agradavel e nao tem afinidade pelo nucleo oleoso da nanoemulsao, facilitando,

assim, a sua liberacéo da matriz polimérica (Mou et al., 2007; Zhu et al., 2009).
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Visto isso, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no
desenvolvimento de nanoemulsdes a base de 6leo de copaiba com vistas ao
tratamento topico da inflamacdo. Em um primeiro trabalho, foi desenvolvido e
validado um método para quantificagao do B-cariofileno em nanoemulsées, que
utiliza microextracdo em fase sélida (SPME) e cromatografia gasosa (CG) (Dias
et al.,, 2012). Em um estudo subsequente, foi otimizada a preparacao das
nanoemulsdes por homogeneizacédo a alta pressédo. Foi comprovado que este
sistema permite que uma grande quantidade de 6leo de copaiba seja veiculada
€ que, por consequéncia, uma elevada quantidade de [-cariofileno esteja
disponivel (Dias et al., submetido).

Tendo em vista estes aspectos, 0s objetivos deste trabalho foram
desenvolver hidrogéis contendo 6leo de copaiba nanoemulsionado, revalidar o
método anteriormente validado (HS-SPME-CG-FID) a fim de permitir a
quantificacdo de B-cariofileno na matriz pele e avaliar a permeacédo cutanea in-

vitro das formulac¢des de hidrogel desenvolvidas.



CAPITULO 1

Revisao da Literatura
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OLEO DE COPAIBA

O género Copaifera L. abrange diversas espécies. Segundo a classificacdo
botanica, estas plantas pertencem a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinoideae, género Copaifera. Estas arvores sdo encontradas em
diferentes areas do continente americano, entre Honduras e o centro-oeste do
Brasil e também na costa oeste africana, sendo de grande interesse comercial,
tanto pela extragdo do seu 6leo quanto pela sua madeira (Tappin et al., 2004).

O 6leo de copaiba é um oleo-resina extraido a partir de uma incisao feita
no tronco da arvore copaifera. Apresenta uma coloracédo que vai do amarelo ao
marrom e possui diversas aplicacdes na industria de perfumes, na industria de
cosmeéticos, na industria de vernizes, sendo também utilizado na medicina
popular como anti-inflamatorio, cicatrizante, anti-edémico, anestésico local,
antimicrobiano e antioxidante (Veiga Junior & Pinto, 2002; Tappin et al, 2004,
Veiga Junior et al., 2007). A Copaifera multijuga Hayne, alvo deste estudo, é
uma das espécies que produz a maior quantidade do 6leo de copaiba, segundo
estudos realizados por Veiga-Junior e colaboradores (2002).

O ¢leo de copaiba é constituido de sesquiterpenos e diterpenos, sendo o -
cariofileno e o acido copalico os compostos majoritarios encontradas no 6Oleo-
resina da espécie C. multijuga Hayne, respectivamente (Figura 1 (Veiga Junior
et al., 2007). Estudos realizados com o 6leo obtido de C. multijuga Hayne,
demonstraram variacfes na composicdo de Oleos coletados de uma mesma
arvore, em periodos diversos do ano (verdo-inverno). As substancias
detectadas foram basicamente as mesmas, porém suas concentragdes

variaram (Veiga Junior et al., 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos majoritarios do 6leo de copaiba, B-

cariofileno (A) e acido copalico (B).

Segundo estudo sobre a atividade anti-inflamatoria do 6leo de copaiba
(Veiga Junior et al., 2007), a administracdo oral do Oleo-resina da espécie
Copaifera multijuga Hayne promoveu significante inibicdo da acumulagao total
de leucdcitos na dose de 100mg/kg em inflamacgéo aguda induzida na cavidade
pleural de ratos. Este estudo demonstrou que o Oleo-resina da Copaifera
multijuga Hayne obteve efeito anti-inflamatério similar ao tratamento com o
farmaco de referéncia, diclofenaco, em dose de 100mg/kg.

O composto majoritario, B-cariofileno, também ja foi estudado quanto a sua
atividade anti-inflamatéria e anestésica. Ghelardini e colaboradores (2001)
estudaram a atividade in vivo do B-cariofileno através do teste de reflexo
conjuntival em coelhos, onde pode-se verificar que o composto apresenta
atividade anestésica local dose-dependente, tendo efeito similar ao da
procaina. Gertsch e colaboradores (2008) descobriram que o B-cariofileno pode
atuar pela via dos receptores canabinodides (CB), sendo agonista do receptor

CB,, os quais se encontram nos tecidos periféricos, inibindo a expressao de
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TNF-a e IL-1B. Mais recentemente, Paula-Freire e colaboradores (2013)
confirmaram esta premissa e ainda acrescentaram, através de testes in vivo e
in vitro, que este composto pode também atuar pela via dos opidides, inibindo a
dor aguda e cronica.

Atualmente, no Brasil, existe apenas um registro na ANVISA relacionado
ao Oleo de copaiba como produto farmacéutico. Este é comercializado na
forma de capsulas gelatinosas para uso como anti-inflamatorio, produzido pelo
Laboratério Farmacéutico Vitamed Ltda com registro numero 116950004
(ANVISA, 2013). Porém, em locais proximos a regido amazodnica,
principalmente localidades com dificil acesso a medicamentos industrializados,
0 Oleo é extraido e vendido sem nenhum registro ou controle de espécies
utilizadas (Cascon et al., 2000; Veiga Junior & Pinto, 2002).

Contudo, ainda ndo existem estudos na literatura a respeito do
desenvolvimento de formas farmacéuticas de aplicacdo topica contendo este

0leo, que possa ser de interesse no tratamento anti-inflamatério.

NANOEMULSOES

Nanoemulsbes sdo sistemas heterogéneos, de aspecto leitoso e,
geralmente, compostas por goticulas de 6leo estabilizadas por surfactantes e
dispersas em um meio aquoso (Borhade et al., 2012). Sdo caracterizadas por
apresentarem tamanho de goticula inferior a 1 pym, porém, na area
farmacéutica, a faixa aceitavel esta entre 50 a 500 nm (Burguera & Burguera,
2012).

As nanoemulsbes podem ser produzidas de diversas maneiras,

dependendo da substancia ativa e excipientes a serem utilizados. Atualmente,
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0s métodos mais citados na literatura sdo a homogeneizacéao a alta pressao e a
microfluidizacdo, mas também pode-se citar a ultra-sonicacdo e a
emulsificacdo espontdnea (Almeida et al., 2008). O método de
homogeneizacdo a alta pressdo mostra-se muito vantajoso em relacdo aos
outros, pois tem facil escalonamento, curto tempo de producdo e nao utiliza
solventes organicos (Pardeike et al., 2009). Além disso, este método vem
apresentando oOtimos resultados no que se refere a veiculacdo de altas
concentracfes de fase oleosa em nanoemulsdes, como descrito no estudo de
Miuller e colaboradores (2012), o qual relata a producdo de nanoemulsdes
contendo até 40% de nucleo oleoso com baixo indice de polidispersdo e
tamanho de goticula na faixa de 150 a 250 nm. Estes sistemas coloidais tém
sido utilizados em pesquisas recentes com a finalidade de aperfeicoar o
desempenho terapéutico de diversos farmacos lipofilicos, pois aumentam a sua
solubilidade intrinseca, taxa de dissolucdo e permeacdo em membranas
biologicas (Baboota et al., 2007; Kuo et al., 2008; Borhade et al., 2012; Fathi et
al., 2012).

As nanoemulsdes podem ser utilizadas em todas as vias de administracao
e mostram-se muito vantajosas para tratamentos na via topica, ja que
apresentam baixa irritabilidade, alto poder de penetracéo e alta capacidade de
veicular grandes quantidades de farmacos (quando comparadas a
microemulsdes e lipossomas) (Mou et al., 2008).

Diversos estudos demonstram vantagens no uso de nanoparticulas para
administracdo topica (Senyigit et al., 2010; Chen-yu et al., 2012; Shin et al.,
2012; Ridolfi et al., 2012; Kandadi et al., 2012; Nam et al., 2012). No que se

refere as nanoemulsdes, Kotyla e colaboradores (2008) observaram um
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aumento em 36 vezes da permeacdo transdérmica de vitamina E
nanoemulsionada, comparada com microemulsdo de composicdo semelhante.

Azeem e colaboradores (2012) estudaram a permeacéo de gel contendo
ropinirol nanoemulsionado comparando-o com outras formas farmacéuticas. Os
pesquisadores observaram o0 aumento da biodisponibilidade e do tempo de
liberacdo do principio ativo veiculado na hanoemulséao.

Baspinar e colaboradores (2012) investigaram a permeacdo cutanea de
nanoemulsdes positiva e negativamente carregadas contendo prednicarbato.
As nanoemulsdes positivamente carregadas obtiveram melhor permeacéo
devido a interacdo destas cargas positivas com as cargas negativas das
células do estrato corneo e apresentaram-se como uma alternativa para as

formulacdes presentes no mercado.

HIDROGEIS

Hidrogéis sdo redes macromoleculares de polimeros hidrofilicos que
incham em contato com solucdes aquosas, podendo absorver até centenas de
vezes a sua massa em agua. As redes formadas por estes polimeros séo
reticuladas por ligacdes quimicas ou outras forcas coesivas, tais como
interacdes idnicas, ligacdes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas (Peppas
et al., 2000; Hamidi et al., 2008).

Os hidrogéis sédo considerados biocompativeis, pois sdo muito similares
aos tecidos naturais, jA que possuem alto conteido de agua e consisténcia
mole (Peppas et al., 2000). Uma ampla gama de composi¢cdes poliméricas tem
sido utilizada na producdo de hidrogéis, as quais podem ser classificadas

baseadas em diversas caracteristicas destes polimeros, tais como natureza
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dos grupos laterais (anidnicos, catibnicos e neutros) e origem (sintéticos e
naturais) (Hoffman et al., 2002; Hamidi et al., 2008).

A forma farmacéutica hidrogel é a uma interessante escolha para a
administracdo topica de compostos ativos, uma vez que apresenta um elevado
teor de agua, torna-se facilmente lavavel e ndo deixa um aspecto gorduroso na
pele, promovendo, assim, uma maior aceitacdo do usuério (Leonardi et al.,
2005). Além disso, a formulacdo de uso topico contendo um sistema
nanoemulsionado ndo deve apresentar maior afinidade pelo veiculo do que
pela pele. Assim, a incorporacdo em uma base hidrofilica tende a eliminar esse
problema aumentando, também, a liberacdo dos componentes contidos na
matriz do hidrogel (Alves et al., 2007; Baboota et al., 2007; Mou et al., 2008).

Joshi e Patravale (2008) descrevem o aumento a liberacdo in vitro e da
permeagdo em pele de rato in vitro de calecoxibe nanoencapsulado
incorporado em hidrogel comparado ao gel branco. Mou e colaboradores
(2008) também descrevem o aumento da penetracdo cutanea quando hidrogel
€ adicionado a nanoemulsdo contendo canfora, salicilato de metila e mentol,
compostos conhecidos por serem altamente lipofilicos, mas que conseguiram

atravessar a barreira da pele devido a esta formulacéo.

PERMEACAO CUTANEA

A pele é o 6rgdo mais externo do corpo humano e funciona como uma
barreira, que retém agua no interior do corpo e que impede a penetracdo de
contaminantes externos. Ela é composta por trés camadas, que diferem em

composicao e estrutura: epiderme, derme e hipoderme (Bolzinger et al., 2012).
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O termo global absorcdo percutanea/dérmica descreve a passagem de
compostos através da pele, sendo dividida em trés fases: penetracdo (a
entrada de uma substancia em uma das camadas da pele), permeacao (a
passagem de uma substancia de uma camada para outra) e reabsorcao (a
absorcdo no sistema vascular). A via tOpica é uma alternativa para a
administracdo de farmacos, permitindo uma entrega sustentada para a corrente
circulatéria e evitando efeitos adversos que provém da administracdo oral ou
parenteral. Entretanto, existem desafios para esta via de administracao, ja que
0 estrato cérneo forma uma barreira micrométrica que regula a passagem de
agentes externos, tornando-se, assim, um passo limitante da penetracéo
cutanea (Crosera et al., 2009; Cevc & Vierl, 2010; Prow et al., 2011; Bolzinger
et al., 2012).

No que se refere a penetracdo de compostos visando a uma acgao
antiinflamatoria, sistemas nanoestruturados sédo descritos muitas vezes como
sistemas promissores, relatando que estes apresentam tendéncia a interagir
com tecidos inflamados. Assim, estes sistemas apresentam uma grande
vantagem na aplicacao tépica e na incorporacao de farmacos anti-inflamatérios
(Alves et al., 2007; Prow et al., 2011).

Friedman e colaboradores (1995) estudaram a liberacdo transdérmica de
anti-inflamatérios usados comumente na pratica clinica (betametasona,
indometacina, diclofenaco, piroxicam e naproxeno) comparando formulacdes
presentes no mercado e formulagbes nanoemulsionadas. Neste estudo, as
nanoemulsdes apresentaram melhores resultados que as formulagcbes de

referéncia, produzindo efeito sistémico em alguns casos.
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Em estudo conduzido por Alves e colaboradores (2007), comparou-se a
permeacdo de diferentes nanoestruturas (nanocapsula, nanoesfera e
nanoemulsdo) contendo o anti-inflamatério nimesulida e verificou-se que as
nanoemulsdes conseguem alcancar a parte mais profunda da pele, a derme,
engquanto as nanocapsulas e as nanoesferas ficam retidas no estrato corneo.
Makhmalzadeh e colaboradores (2012) estudaram a permeacao de
nanoemulsdées do anti-inflamatoério ibuprofeno, comparando-as com uma
formulacdo comercial. Obtiveram como resultado a melhor permeacédo da
preparacdo nanoemulsionada. O mesmo efeito foi verificado por Barakat e

colaboradores (2012) com nanoemulséo de indometacina.



CAPITULO 2

Proposta de artigo a ser submetido ao periédico International
Journal of Pharmaceutics
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Através do estudo realizado pode-se concluir que:

O meétodo de microextracdo em fase sélida no modo headspace foi
revalidado para a quantificacdo do B-cariofileno em amostras de pele,
mostrando-se especifico, linear, preciso e exato;

O estudo de formulacao e estabilidade do hidrogel demonstrou que apenas
o gel anidnico (Carbopol 980®) apresentou-se estavel para prosseguir nos
estudos de permeacdo, permanecendo dentro das condi¢cdes adequadas
por até 60 dias ap0Os sua preparacao nos parametros teor, potencial zeta,
tamanho de goticula e indice de polidispersao;

A formulacado de gel de Carbopol 980® incorporado a nanoemulséo de 6leo
de copaiba apresentou um comportamento reoldgico pseudoplastico de
fluido nao-newtoniano com valores de viscosidade e espalhabilidade
estatisticamente diferentes do seu gel branco;

A incorporagao da nanoemulsdo em hidrogel aumentou significativamente
a penetracdo do marcador na derme, camada de interesse no tratamento
de inflamacdes pela via topica;

Através deste trabalho, pode-se verificar que ha uma grande possibilidade
no uso do 6leo de copaiba, tanto na forma de nanoemulsdo, quanto
incorporado em hidrogel, no tratamento de inflamacdes pela via tépica;
Estes resultados abrem perspectivas para trabalhos futuros, de avaliagcéo
da atividade anti-inflamatoria in vivo do 6leo de copaiba nanoemulsionado

associado a hidrogel.
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