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RESUMO

A leishmaniose € uma das doencas tropicais mais negligenciadas em termos de
desenvolvimentos e descoberta de novos medicamentos. Neste sentido, a busca por
novas moléculas, incorporacdo de farmacos em sistemas de liberacdo, o uso da terapia
combinada e de tratamentos alternativos leishmanicidas é imprescindivel. Esta pesquisa
teve como objetivo desenvolver metodologias analiticas para a avaliacdo de qualidade
de matérias-primas e formulaces com atividade leishmanicida. Uma nova molécula de
derivado naftoquindnico, analogo da beta-lapachona (HBL), com potente atividade
antileishmania, foi caracterizada por termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), dissolucdo intrinseca e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Oleos essenciais obtidos a partir das espécies Cymbopogon citratus e
Cymbopogon nardus foram caracterizados e identificados utilizando a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Microemulsdes foram preparadas
contendo os Oleos essenciais de C. citratus (ME-citratus) e C. nardus (ME-nardus).
Métodos analiticos de quantificacdo dos 6leos essenciais e microemulses, com base no
teor dos marcadores citral e citronelal, foram desenvolvidos e validados utilizando a
cromatografia gasosa com detector de chama (CG-DIC). Os Oleos essenciais e as
microemulsdes obtidas foram avaliados quanto a atividade leishmanicida frente as
formas promastigotas de Leishmania chagasi. O ensaio de citotoxicidade dos 6leos
livres e incorporados nas microemulses foi realizado frente as células 3T3 (fibroblastos
de murinos Swiss albinos). Os sistemas microemulsionados foram caracterizadas
através da determinacdo do pH, tamanho de particula, indice de polidispersdo (IDP),
potencial zeta, condutividade, doseamento e cinética de liberacdo. Na caracterizacdo das
moléculas sintéticas HBL, os dados TG e DSC mostraram diferencas de comportamento
térmico entre as amostras, permitindo classificar lotes de HBL em trés grupos com
estabilidade fisica e térmica diferentes. Os dados cromatograficos e de dissolugédo
intrinseca evidenciaram caracteristicas distintas de pureza e solubilidade entre os lotes
de HBL. A identificacdo e padronizacdo dos 6leos por CG-EM revelou como
constituintes majoritarios o citral (66,22%) para o C. citratus e o citronelal (37,98%)
para o C. nardus. Os métodos analiticos desenvolvidos apresentaram linearidade na
faixa de concentracdo 89,30 a 714,40 pug/mL para o citral e 85,50 a 342,00 pg/mL para
o citronelal. As metodologias apresentaram precisdo, exatidao, selerividade e robustez.
As microemulsdes (ME) apresentaram pH compativeis com a administracdo tépica,
tamanho de particula em escala nanométrica, indice de polidispersdao IDP < 0,3,
potencial zeta negativo, condutividade condizente com sistemas O/A e cinética de
liberacdo, utilizando as células de Franz, de ordem zero. Os dados DSC cooling
caracterizaram as ME como O/A. O doseamento dos 6leos essenciais nas ME foi de
29,58 mg/mL de citral para ME-citratus e de 19,73 mg/mL do citronelal para ME-
nardus. Os Oleos C. citratus e C. nardus apresentaram importante atividade
leishmanicida para a L. chagasi com CE50 de 26,12 pg/mL para o C. citratus e 16,92
pg/mL para o C. nardus. Sendo esta atividade potencializada para a ME-citratus e ME-
nardus. Os 6leos e ME ndo apresentaram citotoxicidade para as células 3T3. O estudo
da molécula HBL permitiu observar a dificuldade na sintese de uma molécula
promissora tendo em vista ao desenvolvimento tecnoldgico da matéria-prima. As
técnicas analiticas evidenciaram as ME-citratus e ME-nardus como sistemas de
liberacdo promissores para o tratamento topico da leishmaniose.

Palavras-chave: Controle de qualidade. Formulagdo Farmacéutica. Microemuls&o.
Leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the most neglected tropical disease in terms of development and
discovery of new drugs. In this sense, the research for new molecules, incorporation of
drugs in delivery systems, use of combination therapy and antileishmanial alternative
treatments is essential. This research aimed to develop analytical methods for raw
materials and formulations with leishmanicidal activity quality control. A new
naftoquinonic molecule derived, analogue of beta-lapachone (HBL) with potent
antileishmanial activity, was characterized by thermogravimetry (TG) ,differential
scanning calorimetry (DSC), intrinsic dissolution and high performance liquid
chromatography (HPLC). Essential oils obtained from Cymbopogon citratus species
and Cymbopogon nardus were characterized and identified using gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS). Microemulsions were prepared containing the essential
oils of C. citratus (ME-citratus) and C. nardus (ME-nardus). Analytical methods for the
quantification of essential oils and microemulsions were developed and validated using
gas chromatography with flame detector (GC-FID) based on the content of citral and
citronellal markers. C. citratus and C. nardus essential oils and microemulsions
obtained were evaluated for antileishmanial activity against promastigotes of
Leishmania chagasi. The cytotoxicity assay of free and incorporated oil in the
microemulsions front 3T3 cells (murine fibroblast Swiss albino) were performed. The
microemulsion systems were characterized by determining the pH, particle size,
polydispersity index (PDI), zeta potential, conductivity, assay and release kinetics. The
characterization of synthetic molecules HBL, TG and DSC data showed differences in
behavior between samples, allowing to sort lots of HBL into three groups with physical
and thermal stability differences. The chromatographic data and intrinsic dissolution
showed distinct characteristics of purity and solubility between batches of HBL. The
GC-MS oils identification and standardization revealed as major constituents citral
(66.22%) to C. citratus and citronellal (37.98%) to C. nardus. The analytical methods
developed showed linearity in the concentration range from 89.30 to 714.40 mg/mL for
citral and from 85.50 to 342.00 mg/mL to citronellal. The methodologies presented
precision, accuracy, selectivity, and robustness. The ME had pH compatible with topical
administration, particle size in the nanometer scale, index lower than 0.3, negative zeta
potential, conductivity consistent with O/W systems and release kinetics using Franz
cells, zero order. DSC cooling data characterized the ME as O/W. The assay of essential
oils were settled at 29.58 mg/mL of ME-citral to citratus and 16.92 mg/mL of ME-
nardus to citronellal. The oils C. citratus and C. nardus showed significant
leishmanicidal activity for L. chagasi with EC50 of 26.12 mg/mL for C. citratus and
28.28 mg/mL for C. nardus. This activity being enhanced to ME-citratus and ME-
nardus. Oils and ME showed no cytotoxicity to 3T3 cells. The study of HBL molecule
allowed to observe the distance that still exists between the synthesis of a promising
molecule and its technological development until the raw material. The analytical
techniques showed the ME-citratus and ME-nardus promising systems for the topical
treatment of leishmaniasis.

Keywords:  Quality control.  Pharmaceutical  formulation.  Leishmaniasis.
Microemulsion.
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1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) s&o consequéncias marcantes do
subdesenvolvimento social, retratando com mindcia a situagdo das regides mais pobres
e desfavorecidas do planeta (BEYRER et al., 2007). As DTN sdo endémicas em varias
regides geograficas importantes (DIAS et al., 2009), afetando milhdes de pessoas e
determinando altos indices de morbidade e mortalidade. As opg¢des terapéuticas séo
insuficientes e apresentam uma série de problemas, tais como baixa eficécia, elevada
toxicidade e a emergéncia de cepas resistentes (GUIDO; OLIVA, 2009). Esse cenario é
agravado pelo namero limitado e pela falta de inovacdo nos programas de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) tecnolégico de farmacos na area de DTN (NWAKA;
HUDSON, 2006; NWAKA et al., 2008).

A industria farmacéutica apresentou, ao longo de sua historia, um ritmo acelerado
de inovacdes tecnoldgicas que resultaram em um fluxo continuo de novos produtos no
mercado. Essas foram quase sempre implementadas por empresas a partir de elevados
investimentos em P&D (BASTOS, 2006). No entanto, apenas cerca de 1% desses
investimentos sdo destinados a P&D de farmacos para doencas negligenciadas. O
desinteresse da indlstria farmacéutica deve-se especialmente ao fato destes
medicamentos serem destinados a uma populacdo de baixa renda que ndo pode arcar
com medicamentos de alto custo (GUIDO; OLIVA, 2009; GUIDO 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), a leishmaniose enquadra-se
nas DTN, sendo destas doencas, a mais negligenciada em termos de desenvolvimento e
descoberta de novos medicamentos. N&o existe vacina humana e a quimioterapia
permanece como a Unica opgao para o controle da infeccdo, apesar de nenhum farmaco
atualmente utilizado ter-se mostrado como uma estrategia de fato efetiva (CAVALLI &
BOLOGNESI, 2009).

As plantas tém sido utilizadas para a obtencdo de um grande numero de
substancias, as quais podem estar relacionadas com um amplo espectro de propriedades
biologicas (MELLO et al., 2009), sendo reconhecidas como fonte potencial de novas
moléculas antiprotozoario (TIUMAN et al., 2011). Estudos etnobotanicos tém
demonstrado o uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via
oral, como na aplicacao topica sobre as lesdes cutaneas. Muitos vegetais apresentam em

sua composicdo substancias das classes dos alcaldides, terpenos, lignanas, quinonas,
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flavonoides e lactonas, sesquiterpenos, compostos estes descritos na literatura como
eficazes na atividade leishmanicida (BEZERRA et al., 2006).

Entretanto, muitos produtos naturais biologicamente ativos, quando utilizados sem
qualquer modificacdo, ndo resultam em medicamentos eficazes, por ndo apresentarem
caracteristicas desejaveis para o uso terapéutico (GRANADA et al., 2007). Diante disto,
atencdo tem sido dada aos sistemas microemulsionados por sua capacidade em
aumentar a eficcia terapéutica de substancias ativas, permitindo a reducdo da dose
administrada e minimizando os efeitos colaterais potenciais dos farmacos. Estes
sistemas sdo capazes de compartimentalizar farmacos nas goticulas, induzindo
modificacbes nas propriedades biofarmacéuticas dos farmacos incorporados
(FORMARIZ, 2004).

Frente as dificuldades encontradas no tratamento das leishmanioses, urge a
pesquisa por novos farmacos e/ou a busca de novos tipos de tratamento para todas as
formas da doenca. Por isso, nas Ultimas décadas, énfase tem sido dada ao
desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas, incluindo formulagGes para o
tratamento tépico (BERMAN et al., 2003; GOTO et al., 2010; PHAM et al., 2013). Esse
tipo de tratamento pode ser interessante nos casos da doenca ndo disseminada,
oferecendo muitas vantagens em comparacdo ao tratamento convencional, como
facilidade de administragdo do medicamento, menor incidéncia de efeitos adversos e
reducdo dos custos associados ao tratamento (RODRIGUES, 2012).

Diante do exposto, este trabalho teve o objetivo de desenvolver e validar
metodologias analiticas para avaliar a qualidade de matérias-primas e microemulsdes

com atividade leishmanicida.
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2. OBJETIVOS

A seguir estdo descritos os objetivos, geral e especificos, deste trabalho.

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar metodologias analiticas para avaliar a qualidade de

matérias-primas e microemulsdes com atividade leishmanicida.

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar nova molécula de derivado naftoquinbnico analogo da beta-
lapachona com atividade leishmanicida;

Caracterizar 6leos essenciais obtidos a partir das espécies Cymbopogon
citratus e Cymbopogon nardus;

Caracterizar sistemas microemulsionados obtidos a partir da incorporagado
dos 6leos essenciais C. citratus e C. nardus;

Avaliar a atividade leishmanicida e a citotoxicidade dos 6leos essenciais de
C. citratus e C. nardus;

Avaliar a atividade leishmanicida e a citotoxicidade dos sistemas

microemulsionados obtidos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Neste item sera apresentada a revisao da literatura dos assuntos pertinentes aos

objetivos do estudo.
3.1. Leishmaniose

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo consequéncias marcantes do
subdesenvolvimento social, retratando com minucia a situacao das regiées mais pobres
e desfavorecidas do planeta (BEYRER et al., 2007). As DTN sdo endémicas em varias
regides geogréficas importantes, afetando milhdes de pessoas e determinando altos
indices de morbidade e mortalidade (DIAS et al., 2009).

A leishmaniose € uma das doencas tropicais mais negligenciadas em termos de
descoberta e desenvolvimento de medicamentos (FREITAS-JUNIOR, 2012). Séo
doencas zoonoticas de transmissdo vetorial, sendo considerado pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) um importante problema de salde publica mundial e
representam um complexo de doencas com importante espectro clinico e diversidade
epidemiolégica (SAPORITO et al., 2013).

Estima-se que 350 milhdes de individuos estejam expostos ao risco de infecgéo,
com prevaléncia global de 12 milhdes de infectados e incidéncia de 1,5 a 2 milhdes de
casos a cada ano (WHO, 2012). Atualmente, a doenca afeta 88 paises, 72 dos quais sdo
subdesenvolvidos, estimando-se 59 mil 6bitos, nimero este que, no caso de doencas
parasitarias, s6 é superado pelas mortes causadas por malaria. Embora o panorama seja
preocupante, as leishmanioses ainda ocupam posicdo de destaque no ranking das
doencas negligenciadas, sendo categorizadas pela OMS como doencas emergentes que
apresentam medidas de controle ainda inadequadas (WHO 2010; 2012).

As leishmanioses humanas constituem um complexo de enfermidades que
acometem visceras e pele, apresentando amplo espectro clinico que dependem da
espécie do parasito que foi inoculado pelo vetor e da resposta imune do hospedeiro
vertebrado acometido (SANTOS et al, 2008). As manifestagdes clinicas variam desde
ulceras cutaneas localizadas a doenga sistémica fatal (WHO 2010).

Os seus agentes etiologicos sdo protozoarios tripanosomatideos do género
Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitario
mononuclear, com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada no tudo digestivo

do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos vertebrados (BRASIL,
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2006). No Brasil, as espécies mais importantes sdo Leishmania amazonensis,
Leishmania guyanensis, Leishmania braziliensis e Leishmania chagasi (RAMOS E
SILVA; JACQUES, 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2006; WHO 2010). Embora
algumas manifestacdes clinicas estejam mais frequentemente associada a uma

determinada espécie ou subgénero, nenhuma é Unica para uma especie (WHO, 2010).

3.1.1. Grupos Clinicos

A Organizacdo Mundial da Saude divide e reconhece as leishmanioses em quatro
grupos clinicos: leishmaniose cutanea localizada, cutanea difusa, mucocutanea e
visceral.

A leishmaniose cuténea localizada (LCL) é a forma mais prevalente da doenca,
causada principalmente pelas espécies dermotropicas de Leishmania (GOTO et al,
2010; HAJJARAN et al, 2013). As lesGes usualmente sdo encontradas em partes
expostas da superficie corporal como maos, rosto ou pernas (NAKKASH-CHMAISSE
et al, 2011). A LCL tem como seu primeiro sinal um pequeno eritema inchado e
avermelhado que se desenvolve ap6s um periodo variavel no local da inoculagdo. O
eritema se desenvolve em uma pépula e, em seguida, como um nddulo que,
progressivamente Ulcera em um periodo de duas semanas a seis meses, transformando-
se em uma lesdo caracteristica da LCL (BLUM et al, 2004). Neste tipo de manifestacao,
a cura pode ocorrer espontaneamente, deixando o local da lesdo hipopigmentado e com
uma cicatriz lisa e fina. De acordo com o tipo de parasito e hospedeiro, alguns casos
evoluem para outras formas da doenga (BAILEY et al, 2007) (Figura 1-1).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) constitui uma forma clinica rara, porém
grave, que ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune
celular a antigenos de Leishmania. Inicia-se com uma lesdo Unica que evolui de forma
lenta com formacéo de placas e maltiplas nodulagdes ndo ulceradas disseminadas pelo
corpo (BAILEY et al, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2007). As lesdes apresentam
tipicamente uma grande quantidade de parasitos (GOTO et al, 2010) (Figura 1-2).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) € caracterizada pela destruicéo das cavidades
oral, nasal e faringea, frequentemente envolvendo lesdes desfigurantes. Sua forma
classica e secundaria a lesdo cutanea. Na maioria dos casos, a LMC resulta da LCL de
evolucdo cronica e curada sem tratamento ou com tratamento inadequado (GOTO et al.,

2010). A progressdo clinica para LMC depende de uma combinacdo entre a imunidade
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celular do hospedeiro e a viruléncia do parasito (DAVID et al., 2009). Esta forma ocorre
devido a disseminacdo linfatica ou hematogénica de amastigotas da pele para a mucosa
nasal, orofaringe, palatos, labios, lingua, laringe e, excepcionalmente, traquéia e arvore
respiratoria superior (MINISTERIO DA SAUDE, 2007) (Figura 1-3).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a forma mais grave da doenca, quase
sempre fatal, se ndo tratada. Apo6s varios meses de incubacdo a LV se manifesta com
febre intermitente, perda de peso, hepatoesplenomegalia e progressiva deterioragdo do
hospedeiro (MALTEZOU, 2010). A doenca pode acometer os linfonodos, baco, figado
e medula dssea. Inchaco nos linfonodos, baco e figado sdo visualizados ap6s poucas
semanas. Devido ao envolvimento do sistema hematopoiético na medula dssea, 0s
pacientes sdo acometidos por anemia severa, leucopenia e trombocitopenia, levando a
complicacdes, tais como maior susceptibilidade a infeccBes e tendéncia a sangramentos
(NEUBER, 2008). A lesdo cutanea inicial é semelhante a lesdo da inoculacdo do
parasito na leishmaniose cutdnea localizada. Posteriormente, outras lesdes
dermatoldgicas podem ser observadas, tais como papulas ou eritematosas, nodulos,
ulceragdes, méaculas hipocrémicas, ictericia, purpura, xerose e alteracdes decorrentes da
desnutricdo do paciente, tais como cabelos sem brilho, finos e quebradicos,
acompanhada ou n3o de alopecia (DIOGENES & COELHO, 1997; TORRES et al,
2012) (Figura 1-4).

Figura 1 — Fotos das manifestacfes clinicas da leishmaniose. (1) Cutanea localizada;

(2) Cutéanea difusa; (3) Mucocutanea; (4) Visceral.

"N

Fonte: An. Bras. Demmatol. vol 81 no.3 Rio & Jancaro June 2006 (Foto 1, 3 ¢ 4) ¢ Mmsténo da Sande 2006 (Foso 2)
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3.1.2. Tratamento

As opcOes terapéuticas utilizadas para o controle das leishmanioses estéo
associadas a diversos problemas, como baixa eficacia, alta toxicidade, dificuldade de
administracdo, altos custos e crescente resisténcia (FREITAS-JUNIOR, 2012). Apesar
das diferencas existentes entre as varias especies de Leishmania a suscetibilidade a
farmacos e as varias formas de manifestacdo da doenca, os medicamentos usualmente
empregados nos tratamentos sdo 0s mesmos para as varias formas da doenca (GOTO et
al, 2010).

Historicamente, a quimioterapia da leishmaniose foi baseada no uso de antimonial
pentavalente. Para todas as formas clinicas da leishmaniose, os antimoniais s&o 0s
farmacos mais amplamente usados no tratamento, que estd baseado, principalmente, na
quimioterapia. No Brasil, 0 medicamento a base de antimonio, utilizado como primeira
escolha na terapéutica da leishmaniose, é o antimoniato de metilglucamina. Estes
medicamentos sdo bastante eficazes, porém, frequentemente, produzem reacGes
adversas que vao desde dor no local da injecédo, febre, mialgias e artralgias, até efeitos
colaterais potencialmente graves, como toxicidade hepatocelular, arritmias e
pancreatites. Dentre todos os efeitos colaterais, 0 mais grave é aquele que incide sobre o
sistema cardiovascular. Este efeito é diretamente relacionado com idade do paciente,
com a dose e com o0 tempo de tratamento, devendo ser acompanhado periodicamente
por eletrocardiograma. Por essas razGes, 0 uso dos antimoniais € contra-indicado em
pacientes com algumas doencas cronicas, gravidas e individuos acima de 60 anos
(GOTO et al., 2010).

Além dos graves efeitos colaterais associados ao uso dos antimoniais
pentavalentes, outro problema surge diante do expressivo aumento da quantidade
relatada de falhas terapéuticas. Apesar da resposta terapéutica aos antimoniais ser
geralmente favoravel, ha relatos de fracasso terapéutico em algumas situacdes,
especialmente em pacientes com leishmaniose visceral e mucocutanea, tornando-se
grave problema nas areas endémicas da doenga (ALVAR et al., 2007; SUNDAR, 2001).
Esses dados sugerem que cepas de Leishmania resistentes ao Sb(V) podem ser
selecionadas pelos longos anos de uso destes antimoniais (TIUMAN et al., 2011).

Além dos antimoniais, outras drogas tém sido empregadas no tratamento das
diversas formas da leishmaniose, entre as quais se destacam a anfotericina B,

pentamidina, paromomicina e o miltefosina (TIUMAN et al., 2011).
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A anfotericina B é um antibiotico e antifingico poliénico e novas formulacdes
lipidicas, menos toxicas e mais efetivas, contendo anfotericina B foram desenvolvidas.
Essas formulacdes incluem a anfotericina B lipossomal (L-AmB: Ambisome®),
dispersdo coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de
anfotericina B (ABL: Abelcet® (MISHRA et al., 2009; SINGH et al., 2009).
Formulagdes lipossomais de anfotericina B constituem o tratamento de primeira escolha
em paises endémicos no sul da Europa e em outros paises desenvolvidos. Entretanto,
essas formulacdes apresentam um alto custo, dificultando sua utilizacdo em paises
pobres, nos quais a escolha do tratamento depende mais do custo do que da eficacia ou
toxicidade (MALTEZOQOU, 2010).

A pentamidina é utilizada no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral
resistentes aos antimoniais (PISCOPO et al., 2006) e no tratamento da leishmaniose
cutanea e mucocutanea em algumas regides do Novo Mundo (GOTO et al., 2010),
podendo ser utilizada também como o medicamento de primeira escolha (DAVID et al.,
2009). Casos de resisténcia a pentamidina também tem sido relatados (BRAY et al.,
2003). Dessa forma, quando o paciente apresenta resisténcia ao tratamento, ou quando
os efeitos adversos desencadeados pelos medicamentos de primeira escolha tornam-se
severos, medicamentos leishmanicidas de segunda escolha devem ser indicados. Outro
problema a ser mencionado quanto ao tratamento com anfotericina B e pentamidina € a
questdo da via de administracdo, estes sdo administrados apenas por via parenteral, além
de apresentar sérios efeitos adversos (PHAM, LOISEAU; BARRAT, 2013).

A paromomicina ¢ um aminoglicosideo que tem sido utilizada por aplicacdo oral e
parenteral no tratamento da leishmaniose cutdanea no Novo e Velho Mundo. Quando
associada com cloreto de metilbenzetdnio, o uso topico da paromomicina foi eficaz no
tratamento da leishmaniose cutanea do Velho Mundo. Quando aplicada de maneira
parenteral, a paromomicina também se mostrou efetiva no tratamento da leishmaniose
cutanea localizada do Novo Mundo (GOTO et al, 2010). A combinacdo de
paromomicina e estibogluconato tem sido também utilizada para o tratamento da doenca
cuténeo difusa. Entretanto, sua utilizacdo tem sido limitada pelos seus efeitos colaterais,
como toxicidade renal e ao oitavo nervo craniano (SINGH et al, 2004).

O principal avango no tratamento da leishmaniose nos ultimos anos ocorreu com a
descoberta do efeito terapéutico da hexadecilfosfocolina (miltefosina), originalmente
desenvolvida como um agente antitumoral. A miltefosina é o mais recente farmaco

leishmanicida disponibilizado no mercado e se caracteriza como o primeiro farmaco de
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administracdo oral utilizado no tratamento da leishmaniose. Os problemas relacionados
a ampla utilizacdo da miltefosina incluem seu potencial teratogénico e a ocorréncia de
resisténcia. A resisténcia a miltefosina pode aparecer facilmente durante o tratamento
devido a mutacGes pontuais, que levam a diminuicdo no acumulo do composto no
interior da célula (MALTEZOU, 2010). Além disso, a miltefosina desencadeia efeitos
colaterais adversos durante o tratamento, como nduseas, vOmitos, enjoos, dores de
cabeca e diarreia. Ressalta-se ainda, o alto custo deste composto como um fator que
limita sua utilizacdo (MISHRA et al, 2009; SINGH et al, 2009).

Diversas  substancias estdo sendo testadas como  quimioterapicos
antileishmanioses, sendo que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de vias
metabdlicas vitais e especificas do parasita. Dentre as vias potenciais estudadas para a
acao de farmacos leishmanicidas, existe a via do oxido nitrico. Com a verificacdo da
producdo de 6xido nitrico por L. amazonensis, testes vém sendo realizados a procura de
farmacos que atuem inibindo essa producdo. Os dados indicam a existéncia de
verdadeiro cross-talk envolvendo a 6xido nitrico sintase (NOS) para que o parasita se
proteja do ambiente indspito do macréfago (GENESTRA et al., 2003).

Além dessa abordagem terapéutica, a combinacdo de drogas também tem se
mostrado uma alternativa promissora no tratamento das leishmanioses por apresentar as
seguintes vantagens: (i) aumentar a atividade antileshmania através do uso de
compostos com atividade sinérgica ou aditiva, (ii) evitar o surgimento da resisténcia aos
farmacos, (iii) uso de doses menores, reduzindo as chances de efeitos colaterais toxicos,
(iv) e reducdo, também, dos custos (CROFT et al., 2006).

Essa alternativa ja foi investigada para a associacdo entre a paramomicina € o
antimoniato de meglumina em pacientes predominantemente infectados com L.
panamensis. A eficacia da combinacdo da pomada de paramomicina com 20mg
Sb(V)/Kg/dia, durante 7 dias, foi de 90%. A reducdo do tempo de tratamento com
antimonio buscava reduzir a incidéncia das reacOes adversas relacionadas ao farmaco.
No entanto, 25% dos pacientes relataram reacdo adversa no local de aplicacdo da
pomada (SOTO et al., 1995).

Frente as dificuldades encontradas no tratamento das leishmanioses, urge a
pesquisa por novos farmacos e/ou a busca de novos tipos de tratamento para todas as
formas da doenca. Por isso, nas ultimas décadas, énfase tem sido dada ao
desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas, incluindo formulagGes para o
tratamento tépico (BERMAN et al., 2003; GOTO et al., 2010; PHAM et al., 2013). Esse
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tipo de tratamento pode ser interessante nos casos de doenca nao disseminada,
oferecendo muitas vantagens em comparacdo ao tratamento convencional, como
facilidade de administragdo do medicamento, menor incidéncia de efeitos adversos e
reducdo dos custos associados ao tratamento (RODRIGUES, 2012).

3.2. Plantas como Fonte de Novos Medicamentos Leishmanicidas

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade do mundo, contando com um
namero estimado de mais de 20% do nimero total de espécies do planeta. O pais possui
a mais diversa flora, nimero superior a 55 mil espécies descritas, o que corresponde a
22% do total mundial (BRASIL, 2006). Esta rica biodiversidade é acompanhada por
uma longa aceitacdo de uso de plantas medicinais e conhecimento tradicional associado
(RODRIGUES, 2006).

As praticas terapéuticas utilizando as plantas medicinais sempre exerceram
importante papel na busca de melhores condi¢des de satde pelo homem. De acordo com
a OMS, as plantas medicinais sdo todas aquelas, silvestres ou cultivadas, que sdo
utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar e modificar um processo fisioldgico
normal ou patoldgico, e ainda como fonte de farmacos e de seus precursores (SANTOS
etal., 2011; DUTRA et al., 2009; BRAGA, 2008).

A utilizacdo de produtos naturais com propriedades terapéuticas representa a
forma mais antiga e difundida de medicacdo (HALBERSTEIN, 2005). As observacdes
populares sobre o0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante
para a divulgacdo das atividades terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia,
pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos (SANTOS et al., 2008).

A importancia das plantas medicinais para a investigacdo farmacoldgica e
desenvolvimento de medicamentos, deve ser considerada sob duas perspectivas
relevantes: o uso dos constituintes das plantas como matéria-prima, ponto de partida
para a sintese de novas moléculas e, como recurso natural, potencialmente ativo,
diretamente como agentes terapéuticos (NEGI, 2012).

Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel fundamental
no desenvolvimento da quimica organica sintética moderna. Historicamente, o
desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas,

principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros estudos
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sobre plantas, com base cientifica. Isso resultou no isolamento de alguns principios
ativos de plantas, ja entdo conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas
algumas substancias que se consagraram como principios ativos eficazes, e que até hoje,
ainda sdo muito empregados no tratamento de certas doencas, a exemplo de morfina,
quinina, canfora e cocaina (MOLTANARI; BOLZANI, 2001).

Muitas substancias derivadas de plantas sdo fontes atraentes para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (REICHLING et al., 2009). Nos ultimos
anos intensificou-se o interesse nestas substancias, ndo s6 devido a sua importancia nos
processos bioquimicos vitais, como também ao destaque cada vez maior na imensa
atividade farmacoldgica que possuem (SIMOES et al., 2007; PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Avancos consideraveis foram obtidos na area de produtos naturais, utilizando a
estratégia de sintese associada ao crescente entendimento das rotas bioquimicas e
terapéuticas (KLEIN et al., 2009). Estruturas encontradas na natureza como as quinonas
motivaram muitos pesquisadores na busca de novos farmacos que sejam menos toxicos
aos seres humanos e também efetivos para o tratamento de uma variedade de doencas
(SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

As quinonas representam uma ampla e diversificada familia de metabdlitos
secundarios. A B-lapachona é uma naftoquinona natural facilmente obtida a partir do
lapachol. Devido a sua importancia farmacoldgica, a sua facil obtencdo a partir de
fontes naturais e, mais recentemente, ao desenvolvimento de novas rotas sintéticas, a f3-
lapachona se tornou uma estrutura privilegiada para a quimica medicinal (FERREIRA,
2010).

Muitas outras atividades farmacologicas foram atribuidas a p-lapachona semi-
sintética, tais como atividade antimicrobiana e antiflngica; atividade cercaricida
(prevengdo da penetracdo de cercarias na pele); agdo moluscicida (atividade contra
caramujos Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni);
leishmanicida (agcdo intracelular nas formas amastigotas de L. braziliensis);
tripanossomicida (atividade contra o Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de
Chagas em sua fase tripomastigota); antimalarico (atividade contra eritrocitos
parasitados por Plasmodium falciparum); anti-inflamatdria; antineoplasica;
antiulcerantes; e, uso contra enteroviroses (DA SILVA, 2003). Na busca por atividades

bioldgicas potenciais, tendo a p-lapachona como prot6tipo, diversos andlogos sintéticos
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foram obtidos (PINTO et al.,, 2000; DI CHENA 2001; JORQUEIRA et al., 2006;
FERREIRA et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Rocha (2006) demonstrou pela primeira vez a potente atividade leishmanicida de
derivados naftoquinénicos naturais modificados analogos da P-lapachona, contra as
células promastigotas da L. chagasi quando comparado ao padrdo anfotericina B. O
estudo contribuiu para o descobrimento de novas moléculas com atividade
leishmanicida, despertando o interesse pela molécula homo-betalapachona (HBL) que
apresentou CE50 de 2,0 x 10 M/h e melhor rendimento entre as moléculas estudadas.
A propriedade intelectual deste trabalho foi preservada em forma de patente.

Apesar dos avangos na sintese de novos farmacos, com aumento das alternativas
terapéuticas disponiveis, os produtos naturais e derivados foram, e continuam sendo,
notoriamente, de importancia crucial em determinados setores de uma sociedade
moderna, mesmo considerando-se o grande nimero de produtos produzidos por sintese
(MOLTANARI; BOLZANI, 2001).

Os medicamentos obtidos através de derivados das plantas podem ser téo eficazes
guanto os medicamentos produzidos com ativos oriundos de sintese quimica, por isso a
transformacdo de uma planta em um medicamento deve priorizar a preservacdo da
integridade quimica dos principios ativos e, por consequéncia, a acdo farmacolégica do
vegetal, garantindo a constancia da acdo bioldgica desejada (PEREIRA; CARDOSO,
2012).

Os Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas
medicinais e que podem ser 0s responsaveis por suas atividades biolégicas. Dentre eles
tem-se, por exemplo, um grupo de substancias terpenoides extensamente estudado.
Atualmente aproximadamente 3000 6leos essenciais sao conhecidos, 300 dos quais sdo
comercialmente importantes, especialmente para a industria farmacéutica (BAKKALI et
al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo misturas naturais muito complexos que pode conter cerca
de 20-60 componentes em diferentes concentragdes. Eles séo caracterizados por dois ou
trés principais componentes em concentracBes bastante elevadas (20-70%) em
comparagdo para outros componentes presentes em quantidades vestigiais. Este grande
numero de compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais apresentam inumeras
atividades biologicas, avaliadas em varios estudos, como: anti-inflamatoria, pesticida,
inseticida, moluscicida, larvicida, carrapaticida, antioxidante, antisséptica, herbicida,
entre outras (SILVA, 2003; HAJHASHEMI et al., 2003, PERRY et al., 2003).
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Os derivados de plantas com atividade leishmanicida para véarias formas de
Leishmania tem sido amplamente estudados. O extrato alcaloidico bruto das cascas do
caule de Zanthoxylum chiloperone exibiu atividade in vitro contra varias cepas de
Leishmania ssp. a 100 ug/mL (FERREIRA et al., 2002).

Plock et al. (2001) realizaram uma triagem preliminar de extratos de 50 plantas
diferentes para suas possiveis atividades leishmanicidas contra as formas promastigotas
de Leishmania amazonensis, oito extratos apresentaram um minimo de inibigdo de 50%
a 100 pg/mL. Muitos dos estudos relacionados com atividade antileishmania de
produtos naturais tiveram origem em estudos etnofarmacoldgicos.

A espécie vegetal Chenopodium ambrosioides, por exemplo, utilizada no nordeste
do Brasil no tratamento de Ulceras leishmanidticas, teve recentemente sua acdo
leishmanicida comprovada por grupos de pesquisa do Brasil e de Cuba (FRANCA et al.,
1996).

Monzote et al. (2007) examinaram a atividade do 6leo essencial do Chenopodium
ambrosioides sobre a L. amazonensis, quando administrado via intraperitoneal e oral em
relacdo a droga de referéncia, a anfotericina B, confirmando boa atividade contra as
formas amastigota e promastigota do parasito.

Ueda-Nakamura et al. (2006) demonstraram a atividade leishmanicida do 6leo
essencial de Ocimum gratissimum L., bem como de seu principal constituinte, o
eugenol.

Orhan et al. (2006) em estudo, utilizaram das folhas, caule e sementes da Pistacia
vera para extracdo do 6leo essencial, que ¢ lipofilico e com boa atividade sobre a forma
amastigota da L. donovani.

Entretanto, muitos produtos naturais biologicamente ativos, quando utilizados sem
qualquer modificagdo, ndo resultam em medicamentos eficazes, por ndo apresentarem
caracteristicas desejaveis para uso terapéutico. Em muitos casos, o fracasso da
utilizacdo de farmacos de origem natural é atribuido a baixa concentracdo que alcanca
os alvos terapéuticos (GRANADA et al., 2007).

Uma estratégia importante na obtencdo de novos medicamentos, a partir de
derivados de plantas, consiste na melhoria das propriedades terapéuticas desses
compostos através da incorporacdo em sistemas de liberacdo. Os sistemas de liberagédo
de farmacos apresentam inimeras vantagens, entre elas a capacidade de prolongar e

controlar a liberagdo da substéncia ativa, proteger as moléculas contra degradacdo no
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meio fisioldgico, veicular farmacos hidrofébicos e conduzir a reducdo dos efeitos
colaterais indesejaveis (FONSECA et al., 2002; GUPTE; CIFTCI, 2004).

3.3. Oleos Essenciais de Cymbopogon citratus e Cymbopogon nardus

Os 6leos essenciais do género Cymbopogon e seus componentes sdo conhecidos
por sua atividade antimicrobiana (PATTNAIK et al., 1995; BILLERBECK et al., 2001),
anti-helmintico (NIRMAL et al., 2007), antiparasitarios (GEORGE et al., 2010), anti-
inflamatdrios (FRANCISCO et al., 2011), anticonsulvante (SILVA et alL., 2010) e
atividade antioxidante (RUBERTO; BARATTA, 2000; HIERRO et al., 2004;
KHUNKITTI, 2010). Dentro deste género, destacam-se pelo grande uso na medicina
popular e teor de 6leos essenciais as espécies Cymbopogon citratus e Cymbopogon
nardus.

O C. citratus é uma espécie vegetal originaria da india e amplamente distribuida
por Varios paises tropicais, entre eles o Brasil, onde assume diferentes denominacoes
populares conforme a regido em que se encontra: capim-limdo, capim-santo, erva-
cidreira, capim-catinga, capim-de-cheiro, capim-cidrdo, capim-cidilho e capim-cidro
(COSTA et al., 2005).

O componente mais importante do 6leo essencial do C. citratus é o citral (47 a
85%). O citral é constituido de uma mistura de isdbmeros, geranial (a-citral) e neral (B-
citral), e é utilizado pela industria farmacéutica para a sintese de vitamina A ¢ B-
caroteno (SIDIBE et al., 2001).

Dentre as atividades bioldgicas registradas da espécie C. citratus destacam-se:
efeito hipotensor e anti-inflamatério da infusdo da suas folhas, testado em ratos por
Viana et al. (2000); acdo fungicida do Oleo essencial obtido das suas folhas contra
Aspergillus niger, avaliado por Baratta et al. (1998); bem como agdo antibacteriana
contra organismos Gram-positivos e Gram-negativos observado por Onawunmi &
Ogunlana (1984). Lavabre (1997) cita como a¢Oes farmacoldgicas reconhecidas do 6leo
essencial de C. citratus: anti-hipertensivo, antiespasmaodico, antiasmatico, antisséptico,
antiparasitario, antitérmico, antirreumatico, miorrelaxante e repelente para insetos.

Luize et al. (2005) avaliaram a atividade leishmanicida de 19 extratos de plantas,
dentre eles o extrato de C. citratus, concluindo a potente atividade deste extrato contra

as formas L. amazonensis.
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Machado et al. (2010; 2012) avaliaram a atividade leishmanicida de oOleos
essenciais extraidos de partes aéreas de 20 espécies distintas de plantas, contra a forma
promastigota Leishmania infantum, evidenciando boa atividade e auséncia de toxicidade
em células endoteliais de mamiferos para o 6leo essencial C. citratus.

O C. nardus conhecido vulgarmente como capim citronela, é uma planta
originada do Ceildo e da India, e cultivada em regibes tropicais e subtropicais
(CASTRO; RAMOS, 2003). O dleo essencial extraido de C. nardus possui alto teor de
geraniol e citronelal.

O ¢6leo apresenta atividade repelente a insetos, acdo fungicida e bactericida
(SATO et al., 2006; KORDALI et al., 2007), além de ser utilizado na fabricacdo de
perfumes e cosméticos (BILLERBECK et al., 2001; MUMCUOGLU et al., 2004;
TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al., 2005; REIS et al., 2006).

O citronelal é utilizado na sintese de importantes compostos quimicos, a exemplo
das iononas e vitamina A, e diversos estudos relataram diferentes atividades bioldgicas:
antioxidante (SINGH et al., 2012), antibacteriana (ELAISSI et al., 2011) e efeito
antinociceptivo (QUITANS-JUNIOR et al., 2011).

Em se tratando de comprovacdes da atividade leishmanicida tanto do 6leo de C.
nardus quanto do citronelal os estudos ainda s&o insuficientes.

Estudos que evidenciam os mecanismos de acdo dos Oleos essenciais sao
minimos. De um modo geral, a complexidade da composicdo quimica da maioria dos
Oleos confere-lhes baixa especificidade. A atividade bioldgica ndo é atribuida a um
Unico mecanismo de acdo, uma vez que a grande variedade de grupos quimicos

presentes permite que haja varios alvos na célula (BAKKALI et al., 2008).

3.4. Microemulsao

A nanotecnologia pode ser definida como a area da ciéncia que envolve a criagéo,
caracterizacdo e a utilizacdo de materiais, dispositivos ou sistemas em escala
nanométrica (KOO; RUBINSTEIN; ONYUKSEL, 2005; NAYAK; DHARA, 2010).
Aplicada a sistemas de liberacdo de farmacos consiste na compartimentalizacdo de
farmacos em estruturas de escala nanométrica, em torno de 1 a 300 nm, com o intuito de
otimizar as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, promovendo ainda,

maior estabilidade aos farmacos, maior eficacia, direcionamento ao sitio de acao, bem
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como 0 aumento da seguranca e adesdo do paciente (TOLL, 2004;
RUENRAROENGSAK; COOK; FLORENCE, 2010).

As microemulsdes (ME) séo definidas como sistemas termodinamicamente
estaveis, isotropicos, transparentes, de dois liquidos imisciveis, usualmente agua e 6leo,
estabilizados por um filme de compostos tensoativos localizados na interface 6leo/agua
(FORMARIZ, 2005). S&o capazes de compartimentalizar farmacos nas goticulas da fase
interna, as quais possuem propriedades fisico-quimicas bastante diferentes das do meio
dispersante, induzindo modificacbes nas propriedades biolégicas dos farmacos
incorporados (LAWRENCE; REES, 2000; FORMARIZ et al., 2005). Desta forma,
modulam o perfil de biodisponibilidade alterando a constante de ionizagdo do farmaco a
fim de disponibiliza-lo em sua forma mais absortiva (ndo ionizada), além de poder
controlar a velocidade de liberacdo, servindo como sistemas reservatorios de farmacos
sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada (OLIVEIRA et al., 2004).

Como veiculos de administracdo topica de farmacos, as ME apresentam
propriedades e vantagens peculiares por apresentarem excelente taxa de penetracdo em
camadas profundas do estrato corneo quando comparadas a formulacdes convencionais,
sendo consideradas como sistema terapéutico nanotecnoldgico bastante promissor na
permeacdo e direcionamento eficiente de farmacos através da pele (GRAMPUROHIT,
RAVIKUMAR; MALLYA, 2009; SILVA et al., 2010).

As microemulsdes também apresentam a vantagem de aumentar a
biodisponibilidade de certos farmacos, seja através da solubilizacdo de farmacos poucos
soluveis (KAWAKAMI et al., 2002), ou pela protecdo contra a hidrélise enzimatica
(LYONS et al., 2000), possibilitando a redugdo de dose administrada, garantindo além
de vantagens econémicas, a diminuicdo de possiveis efeitos adversos. Adicionalmente,
as microemulsdes podem atuar ainda como um sistema reservatorio para o farmaco,
garantindo a sua liberacdo lenta e a prolongacdo do seu efeito farmacologico
(DALMORA et al., 2001).

Sistemas microemulsionados sdo formados a partir da combinacdo de trés a cinco
componentes, tais como, tensoativo, fase aquosa, fase oleosa e, quando necessario, 0
cotensoativo. A mistura destes constituintes é capaz de formar uma extensa variedade
de estruturas e fases. Além das microemulsdes, podem também existir emulsdes, fases
cubicas ou hexagonais cristalinas e estruturas lamelares (DAMASCENO, 2011).

A relagdo entre a composicdo dos constituintes e as estruturas formadas pode ser
visualizada com o auxilio de um diagrama de fases. O diagrama pode ser classificado
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como pseudoternario, ternario ou quaternario, de acordo com o tipo e 0 numero de
componentes utilizados na sua elaboracdo (ROSSI et al., 2007). O diagrama de fases
descreve em que condigdo experimental é possivel se obter microemulsdes e as regides
limites de transicdo entre emulsdes, fases separadas e microemulsées O/A, A/O e
bicontinuas (SILVA et al., 2009).

E essencial para o desenvolvimento de ME que os componentes escolhidos sejam
farmacéuticamente aceitaveis. Em alguns casos, para que as mesmas sejam obtidas sdo
necessarias grandes quantidades de tensoativos, que nessas condicfes podem gerar
efeitos toxicos e elevar o valor da formulacdo (FORMARIZ, 2005).

Os tensoativos de escolha para uso farmacéutico sdo os ndo ibnicos e/ou
anfotéricos. Estes sdo particularmente usados por apresentarem baixa toxicidade as
membranas celulares, baixa irritabilidade, elevada estabilidade quimica e por
promoverem uma grande permeabilidade do farmaco pela pele (CONSTANTINIDES et
al., 1995). As lecitinas sdo tensoativos anfotéricos de ocorréncia natural, biologicamente
atéxico sendo largamente empregados em microemulsdes farmacéuticas (MORENO et
al., 2003; CHANGEZ et al., 2006). Os tensoativos nao-iénicos, por sua vez, podem ser
utilizados com alternativas as lecitinas, jA que apresentam baixa toxicidade em
concentracdes moderadas. Dentre eles destaca-se o Labrasol®, amplamente empregado
em microemulsdes para uso topico (CHEN et al., 2004; SINTOV; SHAPIRO, 2004).

Em algumas formulagdes sdo necessarios a presenca de um cotensoativo. O uso
deste constituinte pode facilitar a solubilizacdo de farmacos lipofilicos em
microemulsdes do tipo O/A, uma vez que torna o meio mais hidrofobico a partir da
diminuicdo da constante dielétrica da dgua (NARANG et al., 2007). No entanto a
presenca do cotensoativo pode resultar no aumento significativo da toxicidade da
formulacdo. Alguns cotensoativos apresentam uma toxicidade mais toleravel (ALANY
et al., 2006; CHEN et al., 2004) como os poligliceréis comerciais Plurol® Oleique
(DJORDJVIC et al., 2005) e Plurol® Isostearique (EXPOSITO et al., 2003).

A fase oleosa é de fundamental importancia tanto na formacdo da microemulséo
como na solubilizagdo do farmaco. A maioria dos 6leos utilizados nas microemulsdes
para uso farmacéutico sdo volumosos e semi-polares, assim, 0s ésteres de acido graxo,
como o miristato de isopropila (MORENO et al., 2003) s&o farmaceuticamente
aceitaveis e bastante utilizados. A fase aguosa em microemulsées para uso farmacéutico
deve estar livre de contaminantes, sendo utilizado geralmente agua bidestilada,
deionizada ou ultra-pura, além de solucdes salinas NaCl a 0,9%. Esta fase pode conter
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aditivos como tampdes, promotores de permeacdo dérmica e conservantes, que podem
influenciar na regido da microemulsdo e na solubiliza¢do do farmaco (CORREA et al.,
2005).

As formas farmacéuticas devem ser projetadas para ceder ao farmaco a melhor
resposta terapéutica possivel, a partir da via de administracdo selecionada (AULTON,
2005). Para o tratamento das manifestacdes cutaneas da leishmaniose ndo disseminada,
que apresenta seu agente patoldgico e lesBes localizados na pele, a administracéo topica
possui vantagens como: manutencdo da eficacia com menor dose diaria do ativo;
reducdo dos efeitos adversos indesejados; direcionamento do farmaco diretamente ao
sitio de acdo; e maior adesdo pelo paciente. Estes fatores credenciam a administracao
topica como uma via alternativa adequada ao tratamento desta infeccéo.

3.5. Desenvolvimento de Metodologias Analiticas

O processo de descoberta de novos farmacos e desenvolvimento de novos
medicamentos caracterizam-se por sua complexidade, fruto de multiplicidade de fatores
que envolvem o planejamento molecular de novas estruturas capazes de apresentarem
os efeitos farmacoldgicos desejados, com biodisponibilidade adequada ao seu emprego
terapéutico e seguro (BARREIRO, 2002).

O primeiro passo do desenvolvimento de uma formulacdo implicam estudos para
reunir informac@es basicas sobre as caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco a ser
utilizado em uma forma farmacéutica. Os estudos compreendem a etapa anterior ao
planejamento da forma farmacéutica, de modo que as informacdes obtidas por meio
desta pratica possibilitem uma abordagem racional ao desenvolvimento da mesma
(ALLEN JR. et al., 2007).

Com a finalidade de controlar a qualidade de todas as etapas do processo de
desenvolvimento de um novo medicamento, novos métodos analiticos que resultem em
respostas rapidas, precisas e, com baixo custo, é fundamental. Com isso, surge a
necessidade de desenvolver métodos analiticos cada vez mais seletivos e sensiveis,
sobretudo quando métodos oficiais inexistem. Neste ponto, as ciéncias analiticas
desempenham um papel fundamental no tocante ao estabelecimento de protocolos
analiticos compreendendo desde o preparo da amostra até identificacdo e quantificagdo
das espécies de interesse (RAO; NAGARUJU, 2003).
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A caracterizacdo de novas moléculas sintéticas deve envolver estudos para
determinar especificagdes que contemplem caracteristicas intrinsecas das moléculas,
como identificagdo, pureza, solubilidade, ponto de fuséo, relacionadas ao processo de
sintese ou alteracdes decorrente das condi¢cdes empregadas na sintese e purificacdo da
substancia, dependendo do solvente utilizado e da temperatura de reacdo, conforme a
rota adotada pelo fabricante (MAXIMINIANO, 2010).

Na caracterizagdo de produtos vegetais encontram-se dificuldades inerentes a sua
prépria origem, devido principalmente, a complexidade de sua composicdo e a
variabilidade na qualidade das drogas obtidas a partir de uma mesma espécie vegetal
(HERNANDEZ et al., 2013). Tal caracteristica esta relacionada com os fatores
referentes as condicbes do local de plantio, processo de coleta, manuseio e
processamento da matéria-prima. Desta forma, as drogas vegetais apresentam,
frequentemente, variagOes justificando a necessidade da padronizacdo desses produtos
(KLEIN et al., 2009).

A padronizagdo de matérias-primas vegetais e a garantia da sua eficacia e
seguranca requerem métodos analiticos adequados para a deteccdo e quantificacdo de
seus marcadores e de substancias potencialmente toxicas (CHABARIBERI et al., 2008).
O controle de qualidade, a padronizacéo e a estabilidade dos medicamentos de origem
vegetal constituem uma tarefa bastante complexa, embora atualmente possivel, em
funcdo dos avancgos crescentes alcancados nos métodos analiticos de alta resolucéo.
Essas técnicas permitem o isolamento e a identificacdo dos constituintes quimicos
presentes em baixissimas concentracdes nas plantas (SIANI, 2003).

Portanto, o desenvolvimento de métodos para quantificacdo dos componentes ou
marcadores de fitoterapicos tem sido acompanhado do processo de validagdo a fim de
disponibilizar uma metodologia alternativa para analises descritas em Farmacopeias ou
oferecer uma proposta para quantificagdo de produtos caracterizados pela auséncia de
metodologias analiticas (COSTA, 2008).

Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias objetivas de que 0os métodos e os sistemas sdo adequados para
uso desejado. Diversas sdo as técnicas usadas na validacdo de metodologias analiticas
no setor farmacéutico. Em destaque podem ser citadas as técnicas cromatograficas, as
quais envolvem a separacdo de possiveis interferentes e permitem a quantificacdo do
analito de forma precisa, exata, sensivel e rdpida (HOTI et al., 2008; RUELA;
ARAUJO; PEREIRA, 2009; COLLIER et al., 2011).
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A validacdo de metodologias analiticas para padronizacdo de produtos
farmacéuticos sintéticos e naturais tem seus pardmetros regidos pelas normas
regulatorias constantes na Resolugdo RE 899/2003-ANVISA, bem como no copilado
normativo do ICH (2012).

Visando estabelecer critérios analiticos para a garantia do controle de qualidade e
a padronizacdo de matérias-primas e medicamentos sejam eles de origem sintética, ou
derivados vegetais, é importante 0 emprego de técnicas analiticas hifenadas, a exemplo
da cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizacdo em chama (CG-DIC) e a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), bem como outras

técnicas isoladas, como a dissolugdo intrinseca e a analise térmica.

3.6. Analise Térmica

O termo analise térmica é aplicado a qualquer técnica que envolva a medicédo de
uma propriedade especifica do material, enquanto a temperatura é controlada (alterada
ou mantida) e monitorada. A definigdo correta segundo a Confederacéo Internacional de
Anélise Térmica e Calorimetria (ICTAC) ¢é “estudo da relagao entre uma propriedade da
amostra e da sua temperatura quando a amostra é aquecida ou arrefecida de uma
maneira controlada” (WENDLANDT, 1986; HAINES, 1995; MACHADO; MATOS,
2004; STORPIRTIS et al., 2009).

A implementacdo da analise térmica na indudstria farmacéutica mostra-se como um
outro método analitico, quantitativo e comparativo, capaz de produzir resultados rapidos
e reprodutiveis, podendo ser utilizada no controle de qualidade (BRASIL, 2010).

Na Farmacopéia Brasileira 5% edicdo (2010) a analise térmica foi incluida como
técnica analitica que pode ser utilizada para avaliagdo do comportamento térmico,
determinacdo do teor de umidade e/ou solventes, determinacdo da temperatura de
ebulicdo e sublimacdo, determinacdo da temperatura de decomposicdo térmica e
determinacéo do teor de cinzas através da analise termogravimétrica.

Dentre as técnicas termoanaliticas difundidas e utilizadas na area farmacéutica
estdo: Termogravimetria (TG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e a Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC).

A TG é uma técnica termoanalitica na qual se analisa continuamente a massa da
amostra, em uma atmosfera controlada, em funcdo da temperatura ou do tempo
(MACHADO; MATOS, 2004). O método termogravimétrico fornece informacdes sobre
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reacOes de decomposicdo e oxidacdo, e de processos fisicos como vaporizacgéo,
sublimacdo e desorcdo. O estudo de decomposicdo térmica de sdlidos compreende trés
etapas principais: isolamento e identificacdo dos intermediérios e produtos finais da
reacdo; determinacdo das constantes de velocidade; determinacdo dos parametros
cinéticos, que caracterizam as reacGes de decomposicdo térmica (LIZARRAGA,
ZABALETA, C.;: PALOP, 2007; MACEDO; NACIMENTO, 2002).

A DSC € uma técnica térmica em que a diferenca na taxa de fluxo de calor entre a
amostra e um material de referéncia é medida (WENDLANDT, 1986; STORPITIS et
al.,, 2009). Os picos da calorimetria de varredura diferencial resultam tanto de
modificaces fisicas como rea¢Bes quimicas induzidas por variacdes de temperatura da
amostra. Os processos fisicos endotérmicos incluem fusdo, vaporizacdo, absorcdo e
desorcdo (CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999).

As principais aplicacbes do DSC sdo: determinacdo do ponto de fusdo;
determinacdo do calor de fusdo; determinacdo de pureza; caracterizacdo de
polimorfismo; caracterizacdo de pseudopolimorfismo; estudo de diagramas de fase;
evaporacdo, desorcdo e vaporizacdo de substancias; transicdo vitrea; estudo de
compatibilidade droga-excipientes; estudo de estabilidade térmica; estudo de cinética de
decomposi¢éo (FORD; TIMMINS, 1989; GIRON; GOLDBROM, 1997)

3.7. Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma amostra, que sdo particionados entre duas fases, uma estacionaria e outra movel,
tornou-se o primeiro método de separacdo de espécies quimicas muito semelhantes,
podendo ser empregada na identificagdo qualitativa e na determinacdo quantitativa das
espécies separadas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacéo
gue, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados
para fins qualitativos e quantitativos. As raz0es para este crescimento estdo relacionadas
a sua adaptabilidade para determinagGes quantitativas com boa sensibilidade, a
possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis, com destaque

para a industria farmacéutica, bem como as suas aplicacbes em determinacfes
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ambientais e em muitos outros campos da ciéncia, como o da medicina (MEYER,
2004).

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica para separacdo e analise de misturas
de substancias volateis. A amostra € vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas
adequado denominado fase mével (FM) ou gas de arraste. Este fluxo de gas com a
amostra vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria (FE) (coluna
cromatografica), onde ocorre a separacao da mistura (AQUINO NETO, 2003).

As substancias separadas saem da coluna dissolvida no gas de arraste e passam
por um detector; dispositivo que gera o sinal elétrico proporcional a quantidade de
material eluido. O registro deste sinal em funcéo do tempo é o cromatograma, sendo que
as substancias aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, 0 que
possibilita a analise quantitativa (COLLINS, 2006).

Um detector de ionizacdo de chama (DIC) consiste em uma chama de hidrogénio
(H2) ar e um prato coletor. O efluente passa da coluna do CG através da chama, a qual
divide em moléculas orgénicas e produz ions. Os ions séo recolhidos em um eletrodo
negativo e produzem um sinal elétrico. O DIC é extremamente sensivel com uma faixa
dindmica grande. Na analise dos 6leos essenciais 0 DIC é o mais utilizado porque
responde a todos os compostos organicos com alta sensibilidade e é muito estavel,
sendo sensivel a mudancgas de vazdo, pressao e temperatura (AULTON, 2005).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é uma das
técnicas mais utilizadas para identificar centenas de componentes em misturas organicas
ou bioquimicas complexas (COLLINS, 2006). Esta técnica permite a separacao dos
constituintes pela cromatografia gasosa, que sdo introduzidos individualmente em
ordem de eluicdo na camera de ionizacdo do espectrdmetro de massas. O espectro de
massas obtido para cada um dos constituintes geralmente indica a massa molecular e o
seu padrdo de fragmentacdo (AQUINO NETO, 2003).

O padrdo de fragmentacdo pode ser comparado eletronicamente com aqueles
constantes da biblioteca de espectros de massas. Desse modo, é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas acoplada
a cromatografia gasosa fornece as fragmentagfes dos componentes individuais
separados (TAVARES et al., 2005).

Metodologias desenvolvidas utilizando-se técnicas cromatogréficas, como a CG e

a CLAE, tém sido largamente utilizadas tanto para o estudo fitoquimico, quanto na
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quimica analitica para o controle de qualidade de plantas medicinais, uma vez que

proporciona vantagens como a alta eficiéncia e rapidez (RIBANI et al., 2004).

3.8. Cinética de Liberacéao

Os estudos in vitro constituem uma ferramenta muito valiosa e determinante na
avaliacdo do comportamento de formulacBes de uso topico, diante das indmeras
variaveis que influenciam o desempenho dos produtos e o processo de fabricacao.
Através deles, obtém-se dados que possibilitam um maior entendimento dos fenémenos
que ocorrem desde a aplicacdo na pele, liberacdo do farmaco da forma farmacéutica,
retencéo e absorgédo percutanea (STORPIRTIS et al., 2009).

O método in vitro mais utilizado para determinacdo da absorcdo percutanea é o
sistema de difusdo de Franz (SMITH, 1992). O sistema de células de difusdo proposto
por Franz em 1975, consiste em um compartimento doador e outro receptor, separados
pela amostra de membrana (HADGRAFT, 2005; OECD, 2004). Assim, conforme o tipo
de membrana utilizada pode-se dividir os testes in vitro em duas categorias: testes de
liberacdo em membrana sintética e testes de permeacdo ou retencdo utilizando
membrana bioldgica, seja ela humana ou animal.

As membranas sintéticas sdo preconizadas pela Food and Drug Administration
(FDA) para testes de liberagdo de formas farmacéuticas semi-solidas in vitro. Esta
membrana ndo é propriamente uma barreira para a difusdo do farmaco, mas sim um
suporte para o produto teste e se encontra em constante contato com 0 meio receptor
(USP, 2012). Entre os tipos de membranas sintéticas, as membranas de acetato de
celulose sdo as mais utilizadas (HADGRAFT et al., 2005).

O teste de liberagdo in vitro, sozinho, ndo deve ser aplicado na avaliagcdo de
formulacdes dermatoldgicas, pois 0 objetivo do teste ndo é necessariamente mimetizar o
comportamento in vivo e sim avaliar indicadores de desempenho da formulacéo, ou seja,

particdo ou cedéncia do veiculo para o fluido aceptor (BEMVINDO, 2006).

3.9. Estudos de Citotoxicidade

A citotoxicidade tem sido definida como os efeitos adversos resultantes da
interferéncia dos processos essenciais para a sobrevivéncia, proliferacdo e fungdes

comuns a todas as celulas do organismo (EKWALL, 1999).
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Os estudos de citotoxicidade in vitro representam um passo necessario para testar
novos materiais para uso humano e fornecem informacgoes a respeito da agéo potencial
toxica de moléculas estudadas de forma mais rapida e com menos custo que os estudos
in vivo. Neste tipo de ensaio, pode ser avaliada a morte, a viabilidade, os aspectos
morfologicos, a integridade da membrana celular, o crescimento e a proliferacdo das
celulas (CASTANO; LECHON, 2005).

Existem vérios métodos utilizados para se testar a citotoxicidade nas pesquisas in
vitro. Um dos mais utilizados é a avaliacdo da citotoxicidade basal por brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio (MTT). Para expressar a citotoxicidade
basal, utiliza-se a CI50, ou seja, a concentracdo que afeta 50% das células comparando
com as células ndo tratadas (controle) com a substancia. Como regra geral, as células
sdo expostas a diferentes concentracfes das substancias a serem estudadas por um
determinado tempo do qual o grau de inibicdo das funcGes celulares basais é avaliado
(CASTANO; LECHON, 2005).

O sal de tetrazdlio ou MTT pode ser empregado como um método quantitativo
colorimétrico para avaliacdo da sobrevivéncia e da proliferacdo de células. Esse método
detecta o sinal gerado pela ativacdo de células vivas, cuja avaliacdo € realizada por um
espectofotometro, leitor de ELISA, que apresenta um alto grau de preciséo na leitura de
incrementos celulares para o estudo de citotoxicidade. As vantagens do método
colorimétrico sdo a sua rapidez e precisdo (MOSMANN, 1983).

No estudo in vitro podem ser utilizados tipos celulares diferentes, as células 3T3
de fibroblastos de murinos Swiss albinos apresentam facilidade de obtencéo,
manutencdo e manipulacdo, além de possuir a capacidade de se manter estavel mesmo
apos muitas passagens, o que facilita o trabalho, fornecendo resultados mais confiaveis.
Além disso, esta linhagem celular € largamente utilizada em outros ensaios de avaliacao
da citotoxicidade (CLOTHIER et al., 2006).

Diante das consideragdes expostas, observa-se que a disponibilizacdo de
alternativas terapéuticas a partir das plantas medicinais no ambito das doencas
negligenciadas € uma tendéncia de contribuicdo efetiva na salde da populagdo. A
incorporagdo destes produtos em sistemas de liberagcdo apropriados que protejam o
principio ativo e favorecam a disponibilizacdo destes no local de acdo e ndo sejam
toxicos € de extrema importancia. Por consequéncia, é de fundamental o

estabelecimento de parametros de controle de qualidade de matérias-primas e
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formulacGes farmacéuticas para a padronizacdo e garantia da seguranca e eficacia destes

produtos.
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4, DESENVOLVIMENTO: MATERIAL, METODOS, RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1. Caracterizacgéo de derivado naftoquinonico (HBL)

4.1.1. Caracterizagdo de Derivados Naftoquindnicos com Atividade Leishmanicida
através de Analise Térmica, Dissolucdo Intrinseca e Cromatografia Liquida

4.1.1.1. Introducéo

A leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por parasitas do género
Leishmania, da familia Trypanosomatidae. A doenca é transmitida pela picada de
flebotomineos infectados com o protozoario (BLUM et al.,, 2012). A Organizacao
Mundial da Satde (OMS) declarou que a leishmaniose é uma das doencas mais
negligenciadas, com 350 milhGes de pessoas consideradas em risco de contrair a
doenca, cerca de 12 milhGes de pessoas atualmente infectadas em 98 paises e dois
milhGes de novos casos estima-se que ocorra anualmente (WHO, 2010; ALVAR, 2012;
SAPORITO et al., 2013).

O tratamento classico da leishmaniose requer a administracdo de medicamentos
toxicos e de baixa tolerancia. O antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sédio (Pentostam®) s&o os compostos de primeira linha utilizados no
tratamento da leishmaniose. Outros medicamentos que podem ser utilizados incluem a
pentamidina e anfotericina B (CROFT; BARRET; URBINA, 2005; NATERA et al.,
2007). No entanto, a resisténcia do parasita reduz grandemente a eficacia dos
medicamentos convencionais (CROFT; SUNDAR; FAIRLNAMB, 2006). Nos ultimos
quinze anos, a mé aplicagdo clinica de drogas permitiu o desenvolvimento de resisténcia
generalizada a estes agentes na india, onde a metade dos casos de leishmaniose visceral
ocorre (HEPBURN, 2000). Além disso, ndo ha vacinas eficazes para prevenir a doenca
(CARRION; FOLGUEIRA; ALONSO, 2009; TIUMAN et al., 2011). Assim, drogas
mais eficazes e seguras ainda sdo necessarias (COURA; CASTRO, 2002; PINTO;
CASTO, 2009; GHAFFARIFAR, 2010; SINGH; SUNDAR 2012).

Os esforgcos na busca de compostos bioativos naturais que possam ser utilizados
no tratamento de doencas parasitarias ndo param (GHAFFARIFAR, 2010). Algumas
naftoquinonas naturais surgiram como promissoras na pesquisa da quimica medicinal

devido as suas propriedades estruturais. Estes compostos podem gerar espécies reativas
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de oxigénio (ROS), que levam ao estresse oxidativo e, posteriormente, ocasionam a
morte do parasito (PINTO; CASTRO, 2009; SINGH; SUNDAR, 2012). Lima et al.
(2004) descreveram a atividade leishmanicida do lapachol e alguns derivados,
mostrando a utilidade potencial destas substancias contra este parasita. Guimaraes et al.
(2013) estudaram a atividade leishmanicida de substdncias naftoquinénicas triazdis
contra a forma promastigota da L. infantum e L. amazonensis resistente e sensivel
Sh(11).

A caracterizacdo das propriedades do estado solido utilizando metodologias
analiticas apropriadas € um pré-requisito essencial para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas, considerando o ambito cientifico e regulatério. Variagfes nas
propriedades fisico-quimicas do ativo presente na formulacdo pode ter um impacto na
terapéutica, na producdo e nos niveis legais (GANDHI et al, 2002; TOMASSETTI et
al., 2005; MOURA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2010; BOER et al., 2013).

VariagOes na razao de aquecimento empregada nas técnicas térmicas DSC e TG
ajudam a melhorar a resolucdo dos eventos térmicos (ROUQUEROL, 1964; PAULIK;
PAULIK, 1971; SORENSEN, 1978; MAURIN; PANG; HUSSAIN, 1992; MAURIN;
TAYLOR, 2000). Razdes de aquecimento baixas favorecem a separacdo dos eventos
que se sobrepdem, por outro lado, razbes de aquecimento mais elevadas favorecem a
deteccdo de eventos envolvendo pequena variacdo de calor especifico, a exemplo da
determinaco da temperatura de transicdo vitrea (ARAUJO et al, 2003).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar derivado naftoquinénico obtidos a partir
de uma mesma rota sintética, utilizando diferentes técnicas analiticas, incluindo analise
térmica (TG e DSC), dissolucgdo intrinseca e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para assegurar as propriedades fisico-quimicas do estado sélido, como

indicativo de garantia de qualidade durante algumas etapas da metodologia de sintese.

4.1.1.2. Material e Métodos
4.1.1.2.1. Amostras

Foram avaliados seis lotes de bancada do derivado naftoquindnico HBL,
nomeados como: HBL-1, HBL-2, HBL-3, HBL-4, HBL-5 e HBL-6. As amostras foram
fornecidas pelo grupo que detém a patente da molécula. A estrutura quimica do HBL

estd demonstrada na Figura 1.



47

Figura 1 — Estrutura quimica do HBL.

4.1.1.2.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas calorimétricas das amostras HBL foram registradas utilizando um
calorimetro modelo DSC-50, da Shimadzu, calibrado com padrdo indio, nas mesmas
condi¢des que as amostras. As curvas de DSC foram obtidas na razdo de aquecimento
de 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, e 40,0°C/min, na faixa de temperatura ambiente até 400,0°C, em
atmosfera de nitrogénio (50,0 mL/min). As amostras foram pesadas (2,0 = 0,2 mg) e
acondicionadas em um cadinho de aluminio, o qual foi hermeticamente fechado. A
matéria-prima foi caracterizada através de suas fases de transicdo tipicas utilizando o

software Tasys® da Shimadzu.

4.1.1.2.3. Calorimetria Exploratdria Diferencial acoplada ao Sistema Fotovisual
(DSC Fotovisual)

Os dados do DSC fotovisual foram obtidos usando um calorimetro, modelo DSC-
50, da Shimadzu, acoplado a um sistema fotovisual modelo VCC-520, ligado a um
microscopio Olympus e a uma camara Sony, em atmosfera de nitrogénio (50,0 mL/min)
na razdo de aquecimento de 10,0°C/min na faixa de temperatura ambiente até 250,0°C.
A gquantidade de amostra utilizada foi de mg, acondicionada em cadinho de aluminio
aberto. O sistema DSC fotovisual foi conectado a um computador utilizando o software
Assimetrix. As imagens das amostras foram visualizadas e gravadas em tempo real de

acordo com as suas curvas DSC observando-se a transicao de fase.

4.1.1.2.4. Analise Termogravimeétrica (TG)

A andlise termogravimétrica foi realizada utilizando uma termobalanca modelo

TGA-50H, da Shimadzu. As amostras foram pesadas (5,0 + 0,5 mg), acondicionadas em
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cadinho de alumina e analisadas nas seguintes raz6es de aquecimento: 10,0; 20,0 e
40,0°C/min na faixa de temperatura ambiente até 900,0°C, em atmosfera de nitrogénio
(50,0 mL/min) e de ar sintético (20,0 mL/min). O aparelho foi calibrado utilizando
mono-hidrato de oxalato de calcio. Os dados foram analisados usando o software

Tasys®, da Shimadzu.

4.1.1.2.5. Estudo de Dissolucao Intrinseca

As velocidades de dissolucdo intrinseca foram obtidas utilizando um sistema de
disco rotativo, aparelho Wood da Vankel Industries, Inc. (Cary, NC), consistindo de um
puncdo de ago, uma matriz e uma base de apoio. O material de teste foi colocado na
cavidade da matriz com didmetro de 0,5 cm. O p6 € comprimido em uma prensa
hidraulica utilizando a forca de compressdao minima necessaria para formar um disco
compacto ndo desintegrante que tera apenas uma face, de area definida, exposta. A haste
que fixa a matriz contendo o disco é conectada ao dissolutor e o disco é entdo imerso no
meio de dissolucdo, quando a agitagéo se inicia.

O meio de dissolucdo estudados utilizado foi H,O. Os ensaios foram conduzidos
utilizando uma velocidade de rotacdo de 100 rpm, volume do meio de 900 mL,
quantidade de 100 mg da amostra e uma forga de compresséo de 1 tonelada por 1 min.

Para o ensaio realizou-se um perfil de dissolucdo, com 3 repeticOes, retirando-se
aliquotas de 5 mL, nos tempos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos. As aliquotas foram coletadas
e filtradas em filtros de 10 um. As concentracdes analiticas das amostras eram
recalculadas para cada aliquota tomada. Foram obtidas curvas de tempo versus
concentracdo do padréo para as dissolugdes.

As velocidade de dissolugdo intrinseca (j), expressa em mg/min/cm?, foram
determinadas utilizando a Equacéo 1, de acordo com Nascimento et al. (2010), onde V é
o volume do meio de dissolu¢do em mL, AC ¢ a variacdo da concentragdo em mg, At
variacdo do tempo em minutos e A é a area superficial da amostra exposta ao meio de

dissolucdo em cm?.

j= (V*ACJ*(EJ Equacéo 1
At A quas




49

4.1.1.2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O HBL foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando
um sistema cromatografico da Shimadzu (Série Proeminence) constituido de um
sistema de bomba quaternario LC-20AT, sistema de injecdo automaética SIL-20A,
degaseificador DGU-20As, forno para coluna CTO-20A, detector de arranjo de diodos
SPD-M20A e sistema de interface SCL-10A. A coluna utilizada foi a Shim-Pack CLC-
C8 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum), com um cartucho de pré-coluna Lunna C8 (4 mm x 3,0
mm, d.i.) da Phenomenex®, adquirido da Maxcrom Instrumentos Cientificos Ltda (S&o
Paulo, Brasil). A temperatura da coluna foi mantida em 40°C. A fase movel utilizada foi
constituida por uma mistura de metanol/agua (48:52, v:v). O volume de injecéo foi de
10 pL, o fluxo da fase mével foi mantido constante a 1,2 mL min™ e a detecgdo de HBL
foi efetuada no comprimento de onda de 255 nm. O software LC Solution® (Shimadzu)

foi utilizado na aquisicdo e analise do dados.

4.1.1.3. Resultados e Discussao
4.1.1.3.1. Estudos Térmicos

Derivados naftoquindnicos HBL foram melhor caracterizado na razdo de
aquecimento de 10°C/min. A andlise da curva calorimétrica de HBL-1, HBL-2, HBL-3,
HBL-4, HBL-5 e HBL-6 apresentaram diferentes comportamentos térmicos (Figura 2).
As primeiras transices de fases ocorreram em temperaturas especificas para cada
amostra, dentro do intervalo de 60-100°C, caracteristica de substancias volateis,
evaporagdo, incluindo a &gua. Trés amostras mostraram picos endotérmicos
caracteristicos da fusdo do HBL. Os valores da temperatura de fusdo e entalpia das
amostras de HBL-2, HBL-3 e HBL-5 foram 146,02°C e -26,22 Jg; 152,78°C e -46,60
Jgt; e 149,85°C e -22,84 Jg*, respectivamente. As transicdes de fase ocorreram no
intervalo de 230-290°C, correspondente a decomposicdo do HBL. Os dados
calorimétricos sugerem que as amostras possuem diferencas de grau de pureza, com
base no fato de que a presenca de pequenas quantidades de impurezas de uma amostra

diminui o seu pico de fuséo e amplia a sua faixa de fusdo (ROUQUEROL, 1964).
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Figura 2 — Curvas calorimétricas de amostras do HBL na raz&o de aquecimento de
10°C/min.
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Curvas calorimétricas das amostras HBL-1, HBL-4 e HBL-6 ndo mostraram picos
de fusdo. O DSC-fotovisual (Figura 3) confirmou a baixa intensidade no processo de
fusdo de HBL-1 e HBL-6 e parcial processo de fusdo em HBL-4. HBL-3 apresentou um
processo de fusdo definido, demonstrando que esta matéria-prima tem uma maior

pureza. As amostras HBL-2 e HBL-5 apresentaram processos de fusao.



o1

Figura 3 — Imagens do DSC fotovisual das amostras de HBL. (1) HBL-1; (2) HBL-2;
(3) HBL-3; (4) HBL-4; (5) HBL-5: e (6) HBL-6.
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As curvas TG revelaram trés etapas de perda de massa, a primeira é determinante
para fins de andlise, correspondendo a faixa de temperatura de decomposi¢do das
amostras observadas no DSC. As demais etapas correspondem a degradacdo da

molécula até atingir as cinzas (Figura 4).
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Figura 4 — Curvas termogravimétricas do HBL na razéo de aquecimento de 10°C/min.
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Os dados de TG da primeira etapa de decomposi¢do para as diferentes amostras
foram obtidos, correspondendo respectivamente, ao intervalo de temperatura e a
composicao percentual: HBL-1: 229,17-303,47°C e 26.71%; HBL-2: 223,72-292,85°C
e 19.39%; HBL-3: 228,07-303,38°C e 20,72%; HBL-4: 223,99-304,38°C e 23,41%;
HLB-5: 232,97-286,74°C e 22.58%; e HBL-6: 215,76-294,78°C e 32,34%. As curvas
TG mostraram diferencas de qualidade entre as seis amostras. HBL-2, HBL-3, HBL-4 e
HBL-5 apresentaram perda de massa semelhante. HBL-1 foi intermediaria e HBL-6
apresentou menor estabilidade térmica.

Os dados obtidos utilizando as técnicas térmicas foram coerentes considerando a
sua qualidade fisica para os diferentes lotes de HBL. Foram encontrados 03 grupos de
HBL através da interpretacdo dos dados térmicos. O primeiro grupo foi constituido do
lote HBL-3, que apresentou melhor caracteristica fisica, com estabilidade superior
revelada pela maior temperatura de fusdo e energia de ativacdo. O segundo grupo
enquadra os lotes HBL-2 e HBL-5 com qualidade intermediaria, evidenciadas pela
temperatura de fusdo e energia de ativacdo mais baixas. E o terceiro grupo, constituindo
dos lotes HBL-1, HBL-4 e HBL-6, que apresentaram diferentes caracteristicas térmicas
e ndo foi evidenciado processo de fusdo através da técnica DSC convencional. O DSC
fotovisual confirmou estas diferencas entre 0s grupos, mostrou processos de fusdao mais
lentos e também que a coloragdo da amostras dos lotes HBL-1, HBL-4 e HBL-6 era
mais escura. Correlacionando os dados, pode-se inferir que o processo do terceiro grupo
de fuséo é lento e tem baixo consumo de energia, tornando-se indetectavel por DSC

convencional.
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4.1.1.3.2. Dissolucéo Intrinseca

Os valores da dissolugdo intrinseca (j) obtidos para as amostras HBL-1, HBL-2,
HBL-3, HBL-4, HBL-5 e HBL-6 foram: 0,0132, 0,0252, 0,0079, 0,0174, 0,0165, e
0,0260 mg/min/cm?, respectivamente. Os dados mostraram diferentes valores entre as
amostras. No entanto, todos eles foram caracterizados por terem baixa velocidade de
dissolucéo, o que poderia alterar a eficacia terapéutica do farmaco, considerando que 0s
valores de j < 0,1 mg/min/cm?, sugerem que a dissolucdo é uma etapa limitante para a
absorcdo (HEPBURN, 2000).

4.1.1.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Figura 5 mostra os cromatogramas obtidos das amostras HBL-1, HBL-2, HBL-
3, HBL-4, HBL-5 e HBL-6. Pode ser visto o pico principal correspondente ao derivado
naftoquinbnico e os demais as impurezas de cada amostra. Amostras com maior
percentual de pureza em relacdo a area total dos picos, apresentou dados de ponto de
fusdo no DSC convencional. As diferencgas entre 0s percentuais de area relativa e total
dos picos, sugerem amostras com purezas distintas. Isto pode ser atribuido as reacdes
incompletas do processo de sintese e/ou diferencas no processo de purificacdo (Tabela
1).

Uma comparacdo de dados térmicos com os dados de cromatografia confirmou a
discriminacdo na qualidade fisica dos lotes de HBL produzidos em escala de bancada. O
lote (3) apresentou um pico cromatografico principal, enquanto que os lotes (2) e (5)
mostraram a presenca do pico principal e de um pico secundario quantificavel, em um
tempo de retengdo menor. Os lotes (1), (4) e (6) mostraram claramente dois picos com
intensidade elevada, sugerindo uma mistura com morfologia e solubilidade diferente do
HBL. O lote (6) apresentou um novo pico intenso, evidenciando ser o lote de qualidade

fisica menor.
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Figura 5 — Perfis cromatogréaficos do HBL-1, HBL-2, HBL-3, HBL-4, HBL-5 e HBL-6

em 280 nm.
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Tabela 1 — Percentual relativo, em relacdo a area total, dos picos correspondentes ao
HBL-1, HBL-2, HBL-3, HBL-4, HBL-5 e HBL-6 e as impurezas em 280 nm.

Pico de impureza | Pico do HBL Pico de impureza Il
Amostra

Tempo  Area % | Tempo  Area % | Tempo Area %

HBL-1 12,7 380471 12,4 | 14,6 2442483 79,5 - - -
HBL-2 12,7 127156 4,5 | 146 2435170 86,3 - - -
HBL-3 12,8 89538 2,2 | 14,7 3981078 96,1 - - -
HBL-4 12,7 672065 20,1 | 14,6 2465081 73,6 - - -
HBL-5 12,7 178330 4,55 | 14,7 3635545 91,3 - - -

HBL-6 12,7 224150 6,6 | 14,7 1814556 53,0 | 21,3 1005144 29,4

A Figura 6 mostra diferentes correlagdes entre a velocidade de dissolucdo
intrinseca, pureza cromatogréfica e temperatura de fusdo para HBL-2, HBL-3 e HBL-5.
O HBL-2 apresentou maior velocidade de dissolucdo intrinseca (0,0252 mg/min/cm?),
menor percentual de pureza cromatografica (86,3%) e temperatura de fusdo (146,02°C).
Enquanto o comportamento do HBL-3 foi de menor velocidade de dissolugdo intrinseca
(0,0079 mg/min/cm?) e maiores valores para os dois parametros, pureza cromatografica
(96,1%) e de temperatura de fusdo (152,78°C). Dados obtidos do HBL-5 foram: 0,0165
mg/min/cm? para dissolucdo intrinseca, 91,3% de pureza cromatografica e 149,85°C
para a temperatura de fusdo.

A correlacdo entre a velocidade de dissolugdo intrinseca, pureza cromatografica e
temperatura de fusdo foram inversamente linear para HBL-2, HBL-3, e HBL-5. A
correlacdo entre a pureza cromatografica em funcéo da temperatura de fuséo foi linear
para HBL-2, HBL-3 e HBL-5.

As técnicas termoanaliticas de DSC e TG e a sua pureza cromatografica

determinaram o lote HBL-3 como o de melhor qualidade fisica.



Figura 6 — Correlacdo dos dados das amostras HBL-2, HBL-3 e HBL-5.
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4.1.1.4. Conclusao
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A andlise térmica, a dissolucdo intrinseca e a cromatografia liquida de alta

eficiéncia permitiram diferenciar a qualidade fisica do derivado naftoquinénico em

diferentes lotes. O trabalho evidencia assim, a importancia destas técnicas analiticas na

avaliacdo da reprodutibilidade da tecnologia de sintese de matérias-primas presentes em

diferentes produtos farmacéuticos.
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4.2. Denvolvimento e Validacéo

4.2.1. Desenvolvimento e validagdo de métodos de quantificacdo de citral e
citronelal em oOleos essenciais de Cymbopogon citratus e Cymbopognon nardus

isolados e microemulsionados

4.2.1.1. Introducéo

Nos ultimos tempos, tem-se renovado o interesse nas plantas medicinais devido ao
imenso potencial farmacoldgico e o fato de que uma boa parte da popula¢do do mundo,
particularmente nos paises em desenvolvimento, utilizarem as plantas para o tratamento
das doencas infecciosas e ndo infecciosas (HERNANDEZ et al., 2003; MELO et al,
2013).

Muitas substancias derivadas de plantas sdo fontes atraentes para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Entre estes derivados naturais, 0s 6leos
essenciais tém sido relatados por apresentarem propriedades antimicrobiana,
antifangicas, antivirais e citotoxicos (REICHLING et al., 2009).

Os Oleos essenciais sdo substancias volateis, que apresentam insolubilidade em
agua e complexidade quimica, o que dificulta a padronizacao de técnicas confiaveis, que
possam ser reproduzidas e validadas, de modo a alcancar resultados seguros
(NASCIMENTO et al.,, 2007, SCORZONI et al.,, 2007; CASTRO; LIMA, 2010;
POZZATTI et al., 2010).

A garantia do uso seguro e eficaz de produtos obtidos a partir das plantas envolve
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas de matérias-primas e do produto acabado,
como etapa preliminar para alcancar um padrdo de qualidade necessario a um
medicamento. Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de garantir
seguranca aos produtos de origem vegetal (BAUER; TITTEL, 1996; BRANDAO et al.,
2002; CHOI et al., 2002; BAST et al., 2002; MELO et al.,, 2004), a aplicacdo e a
validagdo de métodos analiticos para matérias-primas a base de plantas ainda sdo
escassos na literatura (WANG et al., 2003; RIBANI et al., 2004; ROLIM et al., 2005;
LIMA et al., 2006; COSTA et al., 2011; COUTO et al., 2011; SOUSA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2012).

Para a avaliacdo da composicdo quimica dos Oleos essenciais, tem-se que 0S

avancos das técnicas analiticas instrumentais, aliadas a simplicidade, precisao e rapidez,
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tornaram a cromatografia gasosa (CG) um dos processos mais difundidos para analises
quimicas, por ser uma técnica de separacdo eficiente para esclarecer uma determinada
estrutura, tanto na industria quanto nos laboratorios de pesquisa cientifica. Diversos
pesquisadores destacam a cromatografia gasosa entre as melhores ferramentas analiticas
e de extrema utilidade na analise de misturas complexas (FALSENJAK et al.,1987;
KUSTRAK; PEPELINJARK, 1989; VELICKOVIC et al., 2002; RADULESCU et al.,
2004; VAGI et al., 2005; AVATO et al., 2005).

A validacdo de uma metodologia analitica € um processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método é confiavel ao que se aplica, consistindo em
uma série de procedimentos que visam assegurar credibilidade as medidas obtidas. E
considerada uma etapa muito importante e necessaria para que o método desenvolvido
possa ser utilizado, e os parametros linearidade, precisdo, exatiddo, recuperacdo, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez devem ser analisados (CASS &
DEGANI, 2001).

Este trabalho teve o objetivo de desenvolver e validar métodos analiticos para
quantificacdo dos monoterpenos citral e citronelal em 6leos essenciais de Cymbopogon

citratus e Cymbopogon nardus isolados e incorporados em microemulsdes.

4.2.1.2. Material e Métodos
4.2.1.2.1. Material

Os Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus foram obtidos da Phytoterapica
(S&o Paulo, Brasil). Os marcadores citral e citronelal 95% foram obtidos da Sigma-
Aldrich (UK).

As microemulsdes obtidas pela incorporacdo dos 6leos essenciais C. citratus
(ME-citratus) e C. nardus (ME-nardus), cada uma com 5% de 6leo incorporado, foram
preparadas no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Reagentes n-hexano Dindmica® e Merck®, solucéo de 4cido cloridrico (HCI) 1M,
agua destilada, solugdo hidréxido de sodio (NaOH) 0,1M e perdxido de hidrogénio

(H20,) 3 % também foram materiais utilizados.

4.2.1.2.2. Preparo das Amostras
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4.2.1.2.2.1. Marcador

O marcador citral, de teor declarado de 95% e densidade de 0,893 g/mL, foi
preparado na concentracdo final de 357,2 pug/mL. O marcador citronelal, de teor
declarado de 95% e densidade de 0,855 g/mL, foi preparado na concentracdo final de

171,0 pg/mL. Ambas solucdes utilizaram n-hexano como solvente.

4.2.1.2.2.2. Oleos Essenciais e Microemulsdes

A amostra contendo o 6leo essencial C. citratus isolado, de densidade 0,898
g/mL, foi preparada na concentracdo final de 359,2 pug/mL do marcador citral. E a
amostra contendo o 6leo essencial C. nardus isolado, de densidade de 0,891 g/mL foi
preparada na concentracdo final de 178,2 pg/mL do marcador citronelal. Ambas
utilizaram o n-hexano como solvente.

Para ME-citratus 5% uma aliquota de 400 pL foi adicionada a 5 mL de hexano,
agitada em vortex por 3 minutos. Em seguida, 100 pL do sobrenadande foi adicionado a
1 mL de n-hexano, obtendo-se uma concentracdo final de 357,2 ug/mL do marcador
citral.

Para ME-nardus 5% uma aliquota de 200 pL foi adicionada a 5 mL de hexano,
agitada em vortex por 3 minutos. Em seguida, 100 pL do sobrenadande foi adicionado a
1 mL de n-hexano, obtendo-se uma concentracdo final de 171,0 ug/mL do marcador

citronelal.

4.2.1.2.3. Otimizagdo dos Métodos Analiticos

O primeiro passo para o desenvolvimento do método analitico foi definir a sua
finalidade (ROZET, 2013). Os métodos a serem desenvolvidos se propuseram a
quantificacdo do teor do marcador citral no 6leo essencial de C. citratus e na ME-
citratus e do citronelal no 6leo essencial de C. nardus e na ME-nardus, para o controle
de qualidade e, por sua vez, dar suporte a atividade farmacologica destes derivados
vegetais e seus produtos.

O estudo iniciou com a escolha do melhor solvente para o preparo da amostra,
foram testados o n-hexano e acetato de etila. Verificou-se a solubilidade dos marcadores
através da amplitude dos picos. As amostras dos marcadores e 0leos essenciais foram

preparadas por simples diluicdo no solvente extrator.
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Para o preparo das amostras das microemulsdes foi avaliado o tempo de agitacédo
no vortex, 1, 3 e 5 minutos.

O estudo prosseguiu com a determinagdo das condi¢bes operacionais. A
Farmacopeia Brasileira (2010) descreve método geral para a quantificacdo de 6leos
essenciais. Na monografia do Cymbopogon citratus encontra-se método descrito por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), no entanto o
tempo de anélise é extenso (80 minutos). Logo, buscou-se fontes da literatura que
trabalhou com dleos essenciais e entdo foi seguido o desenvolvimento do método de
quantificacdo do citral utilizando a metodologia analitica para quantificacdo do eugenol
em Oleos volateis de Cinnamomum zeylanicum (TRAJANO, 2012), com algumas
modificagOes pertinentes.

Para a quantificacdo do citronelal foi sendo ajustado a metodologia definida para

o citral até a obtencdo de cromatogramas com picos apresentando uma boa resolucao.

4.2.1.2.4. Validagdo do Método Analitico

A validacéo foi realizada de acordo com as especificacdes definidas na Resolugédo
899/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que traz o Guia para
Validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos (BRASIL, 2003), bem como pelas
orientacbes da Conferéncia para Harmonizagdo Internacional no Desenvolvimento e
Validacdo de Métodos Analiticos (ICH, 2012). Os seguintes parametros foram avaliados:
robustez, linearidade, seletividade/especificidade, limite inferior de deteccdo (LOD),

limite inferior de quantificacdo (LOQ), preciséao e exatidao.

4.2.1.2.4.1. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. A determinacao da robustez
dos métodos foi avaliada através da variacdo de temperaturas do injetor e detector, do

fabricante de n-hexano e de condicGes de armazenamento das amostras (Tabela 1).
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Tabela 1 — Parametros avaliados para a determinacdo da robustez do método para os

0leos essenciais.

Cymbopogon citratus

Cymbopogon nardus

(-) Temperatura do injetor 265°C
(+) Temperatura do injetor 275°C
(-) Temperatura do detector 275°C
(+) Temperatura do detector 285°C
Hexano Merck®

Presenca de Luz (25°C)

Auséncia de Luz (25°C)

Sob refrigeracao

(-) Temperatura do injetor 255°C
(+) Temperatura do injetor 265°C
(-) Temperatura do detector 275°C
(+) Temperatura do detector 285°C
Hexano Merck®

Presenca de Luz (25°C)

Auséncia de Luz (25°C)

Sob refrigeracao

(-) Temperatura para valores abaixo da condicdo padr&o.
(+) Temperatura para valores acima da condi¢do padréo.

Para a avaliacdo da robustez para as microemulsdes ME-citratus e ME-nardus
foram avaliadas apenas as condi¢des cromatograficas do equipamento.

Os resultados obtidos na condicdo dos métodos propostos foram comparados com
os das condicbes alteradas e entdo aplicado o teste de ANOVA de fator Unico para ver se
ndo apresentaram diferencga estatisticamente significativa, com intervalo de confiancga de
95%.

4.2.1.2.4.2. Linearidade

A linearidade representa a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.

A linearidade dos métodos foi verificada a partir da analise de trés curvas auténticas
para cada marcador nas concentragdes de 89,3; 178,6; 267,9; 357,2; 446,5; 535,8 e 714,4
pg/mL de citral e concentragbes de 85,50; 128,35; 171,00; 213,75; 256,50 e 342,00
pg/mL de citronelal. Para cada curva foi preparada uma solucéo estoque. A partir de cada
uma das soluces estoque foram preparadas diferentes concentragdes por diluigdo.

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através do célculo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados. E para a avaliacdo do ajuste linear
dos dados foram aplicados testes de normalidade para andlise dos residuos considerando

intervalo de confianca de 95%.
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4.2.1.2.4.3. Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade indica que o método ndo é afetado pela presenca de
impurezas, degradacdes ou excipientes. Em meétodos cromatogréaficos, devem-se tomar as
precaucdes necessarias para garantir a identidade dos picos cromatograficos.

O acoplamento de um cromatdégrafo com o espectrdmetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separa¢do) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtengédo de informacdo estrutural, massa molar
e aumento adicional da seletividade) (CHIARADIA, 2008). O CG-MS foi utilizado para
a avaliacdo da seletividade dos métodos através do perfil da quebra de massa dos picos
apos degradacao.

A especificidade/seletividade do método analitico foi avaliada atraves do estudo
de degradacdo forcada dos 6leos C. citratus e C. nardus, submetidos a degradacédo
térmica, hidrélise acida, alcalina, neutra e oxidativa (SINGH; BAKSHI, 2000). Os
espectros de massas das amostras degradadas foram comparados com 0s espectros de
massas de referéncia correspondentes as solucdes do citral e citronelal que ndo foram
submetidas ao estresse.

Estes parametros foram também avaliados pela comparacdo dos cromatogramas,
nas condigBes pré-estabelecidas paralelamente a um branco da matriz contendo 0s
excipientes e o0 solvente hexano, para demonstrar ndo existéncia de picos do branco da

matriz sob o pico dos marcadores.

4.2.1.2.4.4. Limite Inferior de Deteccéo e de Quantificacdo

O LOD é a menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada em uma amostra.

O LOQ é a menor concentra¢do do analito que pode ser detectada com precisdo e
exatiddo adequadas.

Por se tratar de um método cromatogréafico, conforme Brasil (2003) e o ICH (2012),
o limite inferior de deteccdo (LOD) e o de quantificacdo (LOQ) foram determinados

utilizando as Equages 1 e 2, respectivamente.

_ 3XEPADXY otncio 1
INCLINACAQ T quagao
LOQ e Equagao 2

" INCLINACAO
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Onde, o EPADXY corresponde ao desvio padrdo da regressdo linear e a
INCLINACAO corresponde & inclinaco (coeficiente angular) da reta média obtida na
avaliagdo da linearidade do método.

4.2.1.2.45. Precisao

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Para sua verificacdo foram
considerados dois niveis: a repetibilidade e a precisdo intermediaria.

Para avaliar a repetibilidade (precisdo intra-corrida) foram efetuadas 6 (seis)
determinacGes na concentracdo analitica correspondente a 100%. As amostras foram
preparadas no mesmo dia, pelo mesmo analista e analisadas em um curto intervalo de
tempo e nas mesmas condic¢des analiticas.

Para avaliar a precisdo intermediaria (precisdo inter-corrida) foram efetuadas, em 3
(trés) diferentes dias, 6 (seis) determinacfes na concentracdo analitica correspondente a
100%. Para cada dia as amostras foram preparadas pelo mesmo analista, analisadas em
um curto intervalo de tempo e nas mesmas condicGes analiticas.

Para a repetibilidade e precisdo intermediaria, 0 método foi considerado preciso se o
coeficiente de variacdo para cada dia, separadamente, ndo foi maior que 5%. Foi aplicado
o teste de ANOVA de fator Gnico com intervalo de confianca de 95% para avaliar se o

valor médio obtido entre os diferentes dias ndo foram estatisticamente diferentes.

4.2.1.2.4.6. Exatidao

O parametro exatiddo, na validacdo analitica, tem por objetivo verificar a
proximidade dos resultados médios obtidos em relag&o ao valor verdadeiro, ou seja, avalia
a recuperacao do analito frente aos interferentes da matriz da amostra.

A exatiddo foi realizada através da analise de 9 (nove) determinacfes para trés
concentracOes diferentes em torno da concentracdo analitica, contemplando a faixa de
trabalho dos métodos. Foram utilizadas 3 (trés) concentracfes, baixa (80%), média
(100%) e alta (120%), com 3 (trés) replicatas para cada.

Para as amostras do 6leo essencial, para obter as concentracfes definidas foram
diluidas a partir da solucdo estoque concentragdes proporcionais a 80, 100 e 120% da

concentracdo de trabalho de 359,2 ug/mL para o citral e de 178,2 pg/mL para o citronelal.
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Para as amostras das microemulsdes foram preparadas ME-citratus e ME-nardus
nas concentracdes de 4, 5 e 6%, proporcionais a 80, 100 e 120% da concentracdo de
trabalho (359,2 pg/mL).

A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente, frente ao padréo, e a concentracdo teorica correspondente, conforme

Equagdo 3 abaixo.

Exatidao = Cue XLO00 e e Equagéo 3

.
Onde: C,, corresponde & concentracdo média experimental das replicatas e C; a

concentracao teorica do respectivo nivel.

O método foi considerado exato se o percentual de recuperacdo para a concentracdo
baixa, média e alta, individualmente, estivesse entre 95 e 105%. Para avaliar se a
recuperacdo entre os diferentes niveis nao apresentou diferenca estatisticamente
significativa foi aplicado o teste de ANOVA de fator Unico com intervalo de confianca de
95%.

4.2.1.3. Resultados e Discusséo

O perfil cromatografico em CG-EM, conforme ja apresentado no Capitulo 3,
permitiu evidenciar para as amostras de 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e
Cymbopogon nardus estudadas, a identidade quimica e os principais constituintes como
descritos na literatura.

Para o Oleo C. citratus o constituinte majoritario foi o monoterpeno citral
correspondendo um percentual de 66,22% (BASSOLE et al., 2011; TEIXEIRA et al.,
2013). E para o 6leo C. nardus o constituinte majoritario foi o citronelal
correspondendo a 37,89%. Assim, estes constituintes foram selecionados como

marcadores para o controle de qualidade dos 6leos e microemulsdes.

4.2.1.3.1. Otimizacao da Metodologia Analitica

Os solventes n-hexano e acetato de etila apresentaram amplitude do pico
cromatografico semelhante para ambos os marcadores. O n-hexano foi escolhido por ser

0 solvente de rotina nos estudos com cromatografia gasosa.
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Os tempos de extracao testados para ambos os marcadores nas microemulsées ndo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas, de acordo com os resultados
obteve-se 0 F calculado = 0,1648 inferior ao F tabelado = 5,143 para o citral e 0 F
calculado = 1,303 inferior ao F tabelado = 5,143 para o citronelal.

O melhor perfil cromatografico € conseguido com uma boa resolucdo e um
razodvel tempo de execugdo. A temperatura inicial e a rampa de aquecimento sdo
estatisticamente significativas para o tempo de retencdo e a resolucdo do pico
(HAROLD, 1997; HIEN et al., 2011). A metodologia para a quantificacdo do citral para
0 6leo e microemulsdo foram baseadas no método proposto por Trajano (2012). Foram
alteradas as condigdes cromatograficas referente ao tempo de isoterma, o fluxo da
coluna e a temperatura do injetor, obtendo-se a resposta em um menor tempo de anélise
e com uma boa resolucgéo.

A metodologia para a quantificacdo do citral ndo se aplicou para a quantificacdo
do citronelal, o pico ndo apresentou boa resolucdo. Foram necessarias alteracGes nas
condicGes cromatograficas, a exemplo da programacéo do forno, temperatura da coluna

e injetor. As condi¢Oes analiticas testadas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Variag@es das condi¢des cromatograficas (CG-DIC) para a quantificacdo do

marcador citronelal.

Condicdo 1 Condicéo 2
70°C 60°C
5°C/min — 120 5°C/min — 120°C
10°C/min — 190°C 10°C/min — 190°C
20°C/min — 280°C 20°C/min — 280°C
Fluxo 1,5 Fluxo 1,3
Condigdes Tinj— 270 °C Tinj — 260 °C
Cromatograficas Condicdo 3 Condicéo 4
60°C 70°C
8°C/min —120 — 3 min 10°C/min — 120 — 3 min
10°C/min — 190°C 10°C/min — 190°C
20°C/min — 280°C 20°C/min — 280°C
Fluxo 1,3 Fluxo 1,3
Tinj — 260 °C Tinj — 260 °C

O pico do marcador citronelal foi melhor definido com a diminuicdo da
temperatura do injetor e detector. No entanto, a completa resolucéo so foi obtida com a

adicdo na programagdo do forno da isoterma de 3 min (Condi¢do 3). A condicdo 4
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diminuiu o tempo de saida do pico de 11 para 8 minutos. As condi¢des cromatogréaficas

foram entdo otimizadas e estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condigdes cromatogréficas (CG-DIC) otimizadas para a quantificagdo dos

marcadores citral e citronelal em 6leos essenciais e microemulsoes.

Amostras
Parametro C. citratus C. nardus
ME-citratus 5% ME-nardus 5%
Equipamento CG-DIC (Shimadzu) CG-DIC (Shimadzu)
70°C 60°C
Programacio do formo 5°C/min — 105°C — 1 min. 10°C/min — 120°C — 3 min.
10°C/min — 190°C 10°C/min — 190°C
20°C/min — 280°C 20°C/min — 280°C
Volume de injecédo 1puL 1puL
Temperatura do 270°C 260°C
injector
Razao do split 10 10
Temperatura do 280°C 280°C
detector
Fluxo do gés de 1,5 mL/min 1,3 mL/min
arraste (N2)
DB-5 DB-5
Coluna (30 m x 0,25 mm x 0,25 (30 m x 0,25 mm x 0,25
pm) pm)
Tempo 21 min. 20 min.

4.2.1.3.2. Validagéo dos Métodos Analiticos
4.2.1.3.2.1. Robustez

O ensaio para a determinacdo da robustez foi realizado a partir da variagdo dos
seguintes parametros: temperatura do injetor e detector, fabricante do n-hexano e
condi¢Bes de armazenamento da amostra (influéncia da luminosidade e temperatura).

Os resultados estéo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da robustez com relagdo a variacdo da temperatura do injetor,

detector, fabricante do solvente n-hexano e estabilidade dos 6leos essenciais C. citratus

e C. nardus.
C. citratus C. nardus

Condigdes Analiticas Concentracgéo CcVv Concentragdo CV

(%) (%) (%) (%)
Condicao padrao 99,01 1,44 99,66 1,06
Temperatura injetor (-) 99,13 0,96 99,72 0,64
Temperatura injetor (+) 99,57 1,02 98,52 1,59
Temperatura detector (-) 100,23 1,20 99,78 0,93
Temperatura detector (+) 98,83 1,58 98,41 1,29
Hexano (Merck®) 100,23 0,95 100,23 1,07
Presenga da luz (25°C) 101,64 1,17 102,19 1,11
Auséncia da luz (25°C) 100,35 1,10 99,02 1,21
Sob refrigeracéo 99,08 0,76 99,66 1,06

CV (Coeficiente de variagdo).

(-) Temperatura injetor e detector do C. citratus (245°C e 275°C) e do C. nardus (255°C e 275°C) para
valores abaixo da condicdo padréo.

(+) Temperatura injetor e detector C. citratus (255°C e 285°C) e C. nardus (265°C e 285°C) para valores
acima da condig&o padrdo.

Para a andlise de todas as varidveis do método para quantificacdo do citral e do
citronelal no 6leo C. citratus e C. nardus, obteve-se um Fcalculado de 1,089 (Ftabelado
= 2,392) e 1,342 (Ftabelado = 2,657), respectivamente, demonstrando que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre 0S mesmos.

Desta forma, com relacdo a estabilidade das amostras dos Oleos essenciais C.
citratus e C. nardus em solucdo de n-hexano, conclui-se que as mesmas foram estaveis
quando armazenadas na auséncia e presenca da luz e sob refrigeracdo, por um periodo
de 24 horas. O metodo também mostrou-se robusto em relacdo a variacdo dos
fabricantes (Dinamica® e Merck®) do n-hexano utilizado.

Na Tabela 5 observamos a avaliagdo do pardmetro robustez para as

microemulsdes ME-citratus e ME-nardus.
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Tabela 5 — Resultados da robustez com relacdo ao parametro variacdo de temperatura

do injetor e detector para as microemulsdes.

ME-citratus ME-nardus
Condicdes Analiticas Concentracao CVv Concentragdo CV

(%) (%) (%) (%)
Condicéo padréo 99,01 1,44 99,66 1,06
Temperatura injetor (-) 99,13 0,96 99,72 0,64
Temperatura injetor (+) 99,57 1,02 98,52 1,59
Temperatura detector (-) 100,23 1,20 99,78 0,93
Temperatura detector (+) 98,83 1,58 98,41 1,29

CV (Coeficiente de variagdo).

(-) Temperatura injetor e detector do C. citratus (245°C e 275°C) e do C. nardus (255°C e 275°C) para
valores abaixo da condicdo padréo.

(+) Temperatura injetor e detector C. citratus (255°C e 285°C) e C. nardus (265°C e 285°C) para valores
acima da condi¢&o padrdo.

Para as microemulsdes ME-citratus e ME-nardus os métodos propostos
demonstraram ser robusto em relacdo as variacdes das condi¢bes de temperatura do
injetor e detector. De acordo com os resultados obtidos para a ME-citratus, o Fcalculado
para a variacdo destes parametros foi de 2,333, inferior ao Ftabelado de 6,777. Para a
ME-nardus, o Fcalculado foi de 3,444, inferior ao Ftabelado 6,777. Os valores obtidos
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, com intervalo de confianca de
95%.

4.2.1.3.2.2. Linearidade

A analise de regressao linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente de
correlacdo de 0,9986 para o marcador citral e de 0,9985 para o marcador citronelal,
indicando linearidade dentro dos limites das concentracGes estudadas, obtendo-se
equacdes das retas y = 144,06x — 3034,9 e y = 152,2x — 1699,1 para o citral e citronelal,
respectivamente.

Para avaliar a aplicabilidade do modelo de ajuste linear, os residuos foram avaliados
quanto a normalidade. Através da andlise de variancia pode-se testar a validacdo do
método e a significancia estatistica da curva ajustada (Tabelas 6 e 7). De acordo com o0s
resultados, observou-se que 0 método é linear e ndo houve falta de ajustes para as médias
estudadas.
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Desse modo, 0s parametros da reta, obtidos através do ajuste linear dos dados, sdo

adequados para explicar o aumento de sinal (area) do equipamento em funcdo do aumento

da concentragéo do analito nas solucdes analisadas com intervalo de confianga de 95%.

Tabela 6 — Resultado do tratamento estatistico obtido por ANOVA fator unico para a

regressdo linear do método para determinacédo de teor do marcador citral no dleo essencial

C. citratus.
Fonte GL SQ MQ F P Ftabelado
Modelo 1 17304072089 173040722089 16760,37 0,000 4,381
Residual 19 92244496 485500 Curva Linear
Falta de ajuste 5 4523471 904694 1,690 0,066 2,958
Erro puro 14 4701025 335787 Né&o ha falta de ajuste
Total 20 17313296584

Tabela 7 — Resultado do tratamento estatistico obtido por ANOVA fator Unico para a

regressao linear do método para determinacdo de teor do marcador citronelal no dleo

essencial C. nardus.

Fonte GL SQ MQ F P Ftabelado
Modelo 1 2991697288 2991697288  16760,37 0,000 4,494
Residual 16 2855973 178498 Curva Linear

Falta de ajuste 4 1021739 255435 1,67 0,221 3,259
Erro puro 12 1834234 152853 Nao hé falta de ajuste

Total 17 2994553260

4.2.1.3.2.3. Especificidade/Seletividade

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentados 0s cromatogramas obtidos para analise da

especificidade dos métodos. Atraves da analise visual das figuras podemos observar a

auséncia de picos interferentes no tempo de retengé@o correspondente ao citral e citronelal.
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Figura 1 — Especificidade do método determinada por CG-DIC. Cromatogramas da
injecdo do solvente hexano (A), branco da matriz (B), citral padrdo (C), 6leo essencial
citral (D) e ME-citratus (E).
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Figura 2 — Especificidade do método determinada por CG-DIC. Cromatograma da
injecdo do solvente de solubilizagdo (A), branco da matriz (B), citronelal padréo (C), éleo
essencial citronelal (D) e ME-nardus (E).

T nign

PR A
0.8 - A

T T J T T T T T T T T r r
sl Ts (100
25 B
0.0 et rin, |

——r T T T Ty T —r T T T Ty T T

S.D!V €10, K0 - -
25 C
il h i s ]
S.D-W _ | . T wEen
2.5 D ‘A
0.5 A L_J‘ An P S |
2 VL1000 | I | L - -
1.4 E l J\
0. 4 ﬂ‘_ﬁ PR Y NN SR M | B

10 70 10 40 50 60 7 &0 %0 M M4 120 130 WEF 15k 1EF 17D ma

A seletividade do método foi comprovada no estudo de degradacdo forgcada para os
6leos essenciais. Os cromatogramas dos 6leos essenciais C. citratus e C. nardus apos a
degradacdo forcada ndo apresentaram picos interferentes nos tempos de retencdo do
marcador citral e citronelal. A identidade do pico foi avaliada a partir das quebras de
massa no CG-EM (Figuras 3, 4 e 5), sendo possivel observar que as quebras
correspondem aos picos do citral e citronelal, o que demonstra ndo haver coeluicdo de

substancias e, consequentemente, comprova a seletividade do método apds degradacao.
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Figura 3 — Seletividade do método determinada por CG-EM. Cromatogramas do
marcador citral recém-preparado e das amostras de C. citratus apos estresse (A), espectro
da quebra de massa do marcador citral recém-preparada (B), espectros do citral nas
amostras C. citratus apos degradacéo térmica (C), hidrdlise acida (D), neutra (E), alcalina

(F) e oxidativa (G). Espectros referentes a quebra de massa do geranial (citral B).
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Figura 4 — Seletividade do método determinada por CG-EM. Cromatogramas do

marcador citral recém-preparado e das amostras de C. citratus apos estresse (A), espectro

da quebra de massa do marcador citral recém-preparada (B), espectros do citral

nas

amostras C. citratus apos degradacéo térmica (C), hidrdlise acida (D), neutra (E), alcalina

(F) e oxidativa (G). Espectros referentes a quebra de massa do geranial (citral o).
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Figura 5 — Seletividade do método determinada por CG-EM. Cromatogramas do
marcador citronelal recém-preparado e das amostras de C. nardus apos estresse (A),
espectro da quebra de massa do marcador citronelal recém-preparad (B), espectros do
citronelal nas amostras C. nardus ap6s degradacdo térmica (C), hidrolise &cida (D), neutra
(E), alcalina (F) e oxidativa (G).
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4.2.1.3.2.4. Limite Inferior de Deteccdo e Quantificacédo

Conforme definido na Resolucdo 899/2003 da ANVISA (Brasil, 2003) e no ICH
(2012), durante a validacdo de métodos analiticos cromatogréaficos, o limite de deteccdo
(LOD) e o de quantificacdo (LOQ) pbde ser definido. Os valores obtidos para o LOD e
0 LOQ foram 8,29 e 27,63 pg/mL para o citral e 7,99 e 26,62 pg/mL para o citronelal.

4.2.1.3.2.5. Precisao

Nas Tabelas 8 e 9 estdo apresentados os resultados obtidos para a repetibilidade e a

precisdo intermediaria dos métodos analiticos dos 0leos essenciais e microemulsdes.
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Tabela 8 — Repetibilidade e precisdo intermediaria do método analitico para

determinacédo do teor do marcador citral em 6leo essencial C. citratus e ME-citratus.

Oleo essencial C. citratus

Repetibilidade’

Precisio intermediaria’

Resultado Estatistico

Dia  Concentragéo CcVv Concentracéo CcVv Fcalculado Ftabelado
(%) (%) (%) (%)

1 99,12 2,33

2 98,52 1,93 99,99 1,34 0,481 3,682
3 101,33 0,95

ME-citratus

1 99,14 3,36

2 98,63 1,39 98,97 3,92 1,883 3,682
3 97,93 2,06

TValores médios (n = 6 para cada dia).
2Valores médios (n = 18).

CV% (Coeficiente de variagdo).

Tabela 9 — Repetibilidade e precisdo intermediaria do método analitico para

determinacdo do teor do marcador citronela em 6leo essencial C. nardus e ME-nardus.

Oleo essencial C. nardus

Repetibilidade’

Precisio intermediaria’

Resultado Estatistico

Dia  Concentracdo = CV  Concentracdo  CV Fcalculado Ftabelado
(%) (%) (%) (%)

1 98,64 1,79

2 99,19 1,73 98,83 1,77 0,148 3,682
3 98,65 1,94

ME-nardus

1 99,73 3,02

2 97,63 2,69 98,15 2,77 1,326 3,682
3 97,80 1,79

Tvalores médios (n = 6 para cada dia).
2Valores médios (n = 18).

CV% (Coeficiente de variagdo).
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Os resultados demonstraram que os métodos apresentaram precisdo adequada para a
repetibilidade e para a precisdo intermediéria, pois o coeficiente de variagdo (CV) foi
inferior a 5% para cada dia individualmente e para o conjunto de todos os dias. Além
disso, foi verificado pelo teste de ANOVA de fator Gnico, que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em funcdo do Fcalculado < Ftabelado, com intervalo de

confianga de 95%, para os valores médios obtidos nos diferentes dias.

4.2.1.3.2.6. Exatidao

Os resultados da exatiddo dos métodos sdo mostrados nas Tabelas 10 e 11. Os
resultados mostraram a adequabilidade dos métodos em relacdo a exatiddo, pois 0s
valores médios de recuperacdo para os trés niveis foram entre (99,67 e 102,68%) e (96,66
e 102,24%) para o 0leo essencial C. citratus e ME-citratus, respectivamente e entre (99,19
e 101,10%) e (97,11 e 102,30%) para o 6leo C. nardus e ME-nardus, respectivamente,

sendo admitidos, conforme especificacOes valores de 95,0 a 105,0% para este parametro.

Tabela 10 — Exatiddo em trés diferentes niveis para teor de citral em dleo essencial C.

citratus e ME-citratus.

Oleo essencial C. citratus

Concentracdo teérica Concentracdo CV (%) Fcalculado Ftabelado

Nivel )
%) (ng/mL) experfmental
média (%0)
80 287,36 101,98 1,66
100 369,20 99,67 1,11 1,546 5,143
120 431,04 102,68 2,29
ME-citratus
80 287,36 99,24 1,18
100 359,20 101,79 1,74 4,838 5,143

120 431,04 96,66 2,71
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Tabela 11 — Exatiddo em trés diferentes niveis para teor de citronelal em o6leo essencial

C. nardus e ME-nardus.

Oleo essencial C. nardus

Concentracdo tedrica Concentracdo CV (%) Fcalculado Ftabelado

Nivel )
%) (ng/mL) experfmental
média (%)
80 142,60 100,79 1,15
100 178,20 99,19 2,93 0,622 5,143
120 213,80 101,10 1,35
ME-nardus
80 142,60 102,30 2,88
100 178,20 98,81 1,75 4,375 5,143
120 213,80 97,11 2,56

A avaliacdo estatistica pelo teste de ANOVA de fator Gnico, confirma que nédo
houve diferenca estatisticamente significativa em funcéo do Fcalculado < Ftabelado, com
intervalo de confianca de 95%, em relagdo aos valores médios de recuperacao obtidos nos
diferentes niveis, demonstrando assim que a recuperacdo dos marcadores para 0s dois

metodos desenvolvidos a partir da matriz ndo é alterada nas condicGes avaliadas.

4.2.1.4. Conclusao

Os métodos foram validados apresentando caracteristicas de desempenho (robustez,
linearidade, seletividade/especificidade, limite inferior de deteccdo, limite inferior de
quantificacdo, precisdo e exatidao) conforme os parametros preconizados na legislacéo
vigente, 0 que comprova que 0s mesmos sdo adequados para utilizagdo na rotina do
controle de qualidade de microemuls@es topicas contendo os 6leos essenciais C. citratus e

C. nardus.
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4.3. Caracterizacdo de Microemulsdes

4.3.1. Caracterizagdo Fisico-Quimica de Microemulsdes de Oleos Essenciais

Cymbopogon citratus e Cymbopogon nardus

4.3.1.1. Introducéo

As microemulsdes sdo sistemas homogéneos, termodinamicamente estaveis,
apresentam dimensdes variando entre a escala micrométrica e nanomeétrica,
transparéncia optica, capacidade de veicular farmacos hidrofilicos e lipofilicos, alem de
serem formadas espontaneamente pela mistura de seus componentes (YUAN et al.,
2006; DIXIT; NAGARSENKER, 2010; JAIN, FERNANDES; PATRAVALE, 2010),
sendo consideradas sistemas liquidos ideais para a liberacdo de farmacos
(MAGHRABY, 2008).

No desenvolvimento de produtos de uso tépico, uma das principais vantagens das
microemulsdes em comparacdo aos sistemas convencionais esta relacionada ao seu
reduzido didametro de goticula, o que permite a aplicacdo de um depdsito uniforme na
pele resultando em uma elevada superficie de contato do sistema com este Orgao. Estas
formulacBes também podem promover a penetracdo de substancias de interesse por
meio da fluidizacdo natural da pele, uma vez que os 6leos e tensoativos presentes na
formulacdo podem fazer com que as camadas da pele se desestruturem, favorecendo a
penetracdo (BOUCHEMAL et al., 2004; SONNEVILLE-AUBRUN; SIMONNET;
L’ALLORET, 2004).

A avaliacdo dos parametros fisico-quimicos é de fundamental importancia na
investigacdo de microemulsfes com potencial sistema de entrega (DOMINGO &
SAURINA 2012). Além de confirmar a formacao dos sistemas, pode ser utilizada como
parametros para modificar seu comportamento para uma finalidade especifica
(DAMASCENO et al., 2011; ROSSI et al., 2007).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a caracterizacdo das microemulsdes
(DAMASCENO, 2011). Métodos mais tradicionais podem ser utilizados para avaliar 0s
aspectos macroscopicos como: pH, viscosidade, indice de refracdo, condutividade
elétrica (o) e potencial zeta, que sdo importantes para determinar o tipo de

microemuls&o e caracteriza-la fisicamente (CONSTANTINIDES et al., 1995).
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Um dos métodos mais utilizado para a caracterizacdo de ME € o espalhamento
dindmico de luz (DLS — Dyanamic Light Scattering). Trata-se de uma técnica nédo
invasiva para a medicdo do tamanho das particulas, com tamanho menor que 1 pm.
Quando essas goticulas sdo iluminadas por um feixe de luz laser, ocorre o espalhamento
deste, que, sendo detectado em um angulo determinado, varia em uma taxa dependente
da velocidade de difusdo da particula, a qual, por sua vez, é governada pelo seu tamanho
(ROSSETI, 2006), fornecendo informacgdes diretas sobre o movimento translacional das
goticulas e permitindo o célculo do tamanho destas atraves de relacbes empiricas
adequadas (FORMARIZ, 2006).

A utilizacdo dos ensaios in vitro de estudo da liberacdo de farmacos, como
perspectiva de caracterizacdo das formulacgdes, tem assumido importéncia crescente.
Atualmente, este tipo de ensaios, constitui uma das metodologias de suporte ao
desenvolvimento de novas formulac@es, ao controle de producgédo e do produto acabado
(FARINHA et al., 2001). A determinacdo do modelo de cinética de liberacdo que as
substancias ativas obedecem na formulacdo desenvolvida, permite a obtencdo de
informacdes sobre a dependéncia do processo de liberacdo destes farmacos em funcéo
das caracteristicas da formulacdo (COSTA; LOBO, 2001).

Neste trabalho, foram caracterizados os sistemas microemulsionados para
administracdo topica, obtidos pela incorporacdo dos 6leos de Cymbopogon citratus e
Cymbopogon nardus, atraves dos parametros de pH, condutividade, tamanho de

particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e cinética de liberacgéo.

4.3.1.2. Material e Métodos
4.3.1.2.1. Materiais

Os Gleos essenciais de C. citratus e C. nardus foram obtidos da Phytoterapica
(S&o Paulo, Brasil). Os marcadores citral e citronelal foram obtidos da Sigma-Aldrich
(UK). Os excipientes usados foram: miristato de isopropila (Henrifarma),
polietilenoglicol-8 céprico caprilico glicerideo (Labrasol®, Gattefossé), poligliceril 6-
dioleato (Plurol Oléico®, Gattefossé), agua purificada do sistema Millipore Milli-Q®
(Millipore Corporation, USA).

As formulacGes obtidas pela incorporacdo dos 6leos essenciais C. citratus (ME-
citratus) e C. nardus (ME-nardus), cada uma com 5% de 6leo incorporado, foram

preparadas no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC) da
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Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e gentilmente cedidas pela Profd. Dr2 Leila
Leal.

Outros materiais utilizados foram: etanol absoluto PA (Merck), hexano PA
(Merck), membranas sintéticas (Anow® Microfiltration) de fluoreto de polivinilideno
(PVDF), politetrafluoretileno (PTFE) e nitrocelulose (NC), todas com poro de 0,45 um.

4.3.1.2.2. Métodos
4.3.1.2.2.1. Anélise da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

A andlise da composicdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). O
equipamento utilizado foi 0 GC-17 A/MS, da Shimadzu. A ioniza¢do dos componentes
foi realizada por impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de 70 eV. O
espectrometro foi operado no modo scan varrendo uma faixa de massas de 50-600
u.m.a. A temperatura da fonte de ions foi de 300°C. A separacdo cromatogréfica foi
realizada utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm; 0,25 pum),
com fluxo linear de 1,5 mL/min, com split na propor¢do de 1:10 e pressdo de entrada
100,2 kPa. O volume injetado manualmente foi de 1 ul.. O gas de arraste foi o hélio. As
condicgdes de operacdo foram: temperatura do injetor e do detector de 250°C e 280°C,
respectivamente, temperatura da coluna 70°C até 280°C a uma taxa de 10°C/min. A
identificacdo dos constituintes foi realizada comparando os espectros obtidos, com 0s
do banco de dados da biblioteca (Willey®/NBS).

4.3.1.2.2.2. Caracteristicas Fisicas

As caracteristicas de aspecto, cor e homogeneidade, das formulacdes, foram

avaliadas visualmente ap0s 24 horas da obtengéo.

4.3.1.2.2.3. Determinacao do pH

O pH das formulagbes foi determinado utilizando-se um potencidmetro digital
com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, modelo Cambo HI 98129, da marca

Hanna, previamente calibrado com solug6es tampdo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de
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25 + 0,5°C. O eletrodo de vidro foi introduzido diretamente no interior da formulagao (=

8 mL). Os resultados foram expressos como a média de trés lotes.

4.3.1.2.2.4. Determinacao da Condutividade

A condutividade elétrica € uma ferramenta muito utilizada na determinacdo de
dominios continuos aquosos ou oleosos da formulagdo. Ela também é empregada na
observacao de modificagGes estruturais das microemulsdes (ROSSI et al., 2007).

Para determinar o tipo do sistema O/A ou A/O, avaliou-se, primeiramente, a
condutividade do solvente aquoso (agua) e, em seguida, do solvente oleoso (miristato de
isopropila). Em seguida, realizou-se a medida de condutividade do sistema
microemulsionado sem os 06leos incorporados (SE) e, por fim, as das formulagGes. Os
resultados foram expressos como a média de trés lotes.

As determinacGes de condutividade elétrica (o) foram realizadas em um
condutivimetro modelo HI 98311, da marca Hanna. Foi determinada através da imersdo
da célula de vidro diretamente nas amostras. O equipamento foi previamente calibrado

com solucdo padrdo de 146,9 uS/cm.

4.3.1.2.2.5. Determinacgdo do Tamanho, Indice de Polidispersdo e Potencial Zeta
das Goticulas

Para confirmar a formacéo dos sistemas microemulsionados, as formula¢ées ME-
citratus e ME-nardus foram caracterizadas quanto ao tamanho de goticula. Em sistemas
nanométricos uma caracteristica de grande relevancia € o indice de polidisperséo (IPD)
que revela a homogeneidade da populacdo das goticulas.

O potencial zeta, por sua vez, € um fator importante na previsdo da estabilidade
das amostras e na interagdo com as células (PEREIRA, 2008). Quanto maior for o valor
absoluto deste potencial, mais carregada estara a superficie da goticula. Portanto, pode-
se inferir que essa concentracdo de cargas favorecera as interagdes repulsivas entre as
goticulas, levando a formacdo de sistemas estiveis, por diminuir a tendéncia a
agregacdo, resultando em uma distribuicdo do tamanho das goticulas em suspenséo
mais uniforme (HANS; LOWMAN, 2002).

A técnica para determinacdo do didmetro das formulagbes, o espalhamento
dindmico da luz, utiliza a flutuacdo da intensidade da luz espalhada por goticulas em

suspensdo, sob o movimento Browniano no tempo, para se obter a distribuigdo
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hidrodinamica do tamanho (XU, 2008). A partir desse principio, as goticulas maiores
movimentam-se mais lentamente e, consequentemente, a intensidade da luz flutua
lentamente, enquanto que as goticulas menores movimentam-se mais rapidamente,
resultando na flutuacdo mais rapida da intensidade da luz (AUTON, 2005).

O tamanho medio das goticulas, o IPD e o potencial zeta foram obtidos através de
andlise por espalhamento dinamico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering) usando o
equipamento ZetaSizer® Nano-ZS90 (Malvern® Instruments), do Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), da Universidade Federal de Pernambuco. Os

resultados foram expressos como a média de trés determinacdes.

4.3.1.2.2.6. Estudos Térmicos

Os estudos térmicos foram realizados usando um calorimetro modelo DSC-60, da
Shimadzu, acoplado a um sistema de resfriamento Peltier, modelo EK90/SH sob
atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, utilizando como porta amostra um cadinho fechado
de aluminio. O equipamento foi calibrado com zinco (PF = 419,5°C) como padrdo. O
sinal de fluxo de calor foi calibrado pelo calor de fusdo do indio (28,59 + 0,3 J/g). A
massa das amostras foi de 2,0 £ 0,5 mg. Os dados foram analisados a partir das curvas
calorimétricas obtidas utilizando o software Tasys®, da Shimadzu. Os experimentos
foram conduzidos com ciclos de resfriamento-aquecimento, as amostras foram
inicialmente submetidas ao resfriamento (25°C a -50°C) na razdo de 5°C/min, mantidas
por 2 min a -50°C, em seguida, foram aquecidas até a temperatura de 250°C na razao de

aquecimento de 10°C/min.

4.3.1.2.2.7. Avaliacéo da Estabilidade Preliminar

Para a avaliacdo da estabilidade preliminar as amostras foram submetidas ao teste
de centrifugacéo e ao estresse térmico por DSC-60.

Os testes de centrifugacédo e estresse térmico sdo ferramentas bastante utilizadas
nos estudos de estabilidade de sistemas dispersos, pois permitem observar, em curto
espaco de tempo, possiveis instabilidades fisico-quimicas das formulacdes (BRIME et
al., 2002; MORALIS, 2006; VELASCO et al., 2008).

Para o teste de centrifugacdo as amostras foram distribuidas em tubos de ensaio
rosqueados e submetidas a ciclos de 1000, 2500 e 3500 rpm (70, 440 e 863 g,

respectivamente) por 30 minutos em cada rotagdo a temperatura ambiente.
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No teste de estresse térmico por DSC-60, o equipamento foi operado nas mesmas
condigdes do equipamento do item 2.2.6. (Estudos Térmicos), nas seguintes condigdes
experimentais:

1° ciclo: a partir da temperatura de 25°C até -50°C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos, e retornando a 25°C;

2° ciclo: a partir da temperatura de 25°C até -50° C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos, aquecendo até 40°C e retornando a 25°C;

3° ciclo: a partir da temperatura de 25°C até -50°C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos, aquecendo até 60°C e retornando a 25°C;

4° ciclo: a partir da temperatura de 25°C até -50°C, permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos, aquecendo até 80°C e retornando a 25°C;

As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.2.2.8. Doseamento dos Oleos Essenciais nas Microemulsées

O doseamento dos 6leos essenciais nas microemulsdes foi obtido a partir da
determinacéo do teor dos marcadores, citral para a ME-citratus e citronelal para a ME-
nardus, usando a cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chama
(CG-DIC). A metodologia analitica para a quantificacdo foi validada conforme o item
4.2.

4.3.1.2.2.9. Cinética de Liberacao
4.3.1.2.2.9.1. Preparo da Membrana

Para a avaliacdo da cinética de liberacdo um dos passos fundamentais reside na
selecdo da membrana artificial de suporte a formulagéo. Esta deve constituir um suporte
inerte relativamente a fase receptora, a substancia ativa e a formulagéo, permitindo que
a substancia ativa se difunda livremente para a fase receptora, ou seja, que a velocidade
de passagem através da membrana seja superior a velocidade com que a substancia é
liberada pela matriz (HIGUCHI, 1962).

Foram testadas 3 tipos de membranas artificiais: PVDF, PTFE e NC, todas com
poro de 0,45 um e previamente condicionadas com o meio receptor por um periodo de
24 horas.
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4.3.1.2.2.9.2. Selecédo do Meio Receptor

A selecdo de um meio receptor apropriado € um fator critico para o sucesso do
experimento de liberagdo de farmacos (SHAH et al., 2005). A composi¢cdo do meio
receptor deve demonstrar ser capaz de manter a condicdo sink a temperatura de 32°C (+
0,5), apresentar-se como solucdo tampao com pH fisiolégico para principios ativos
soliveis em &gua ou ainda meio hidroalcodlico para farmacos lipofilicos (U.S.
FDA/CDER, 1997).

Quando a concentracdo do farmaco dissolvido no meio de liberacdo € menor que
10% da sua concentracdo de saturacdo, diz-se que o sistema esta operando sob condicao
sink (SINKO, 2008). As amostras coletadas devem apresentar um minimo de 5 tempos
de coletas diferentes durante todo o periodo para determinacdo do fluxo da liberacéo
(SHAH et al., 1999).

4.3.1.2.2.9.3. Montagem das Células de Franz

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido
com solucdo receptora. As membranas foram dispostas na célula de modo que ficassem
em contato com a solucdo receptora sem a formacdo de bolhas. E no compartimento
doador foi colocado 500 pL da formulagdo. O sistema foi mantido sob agitagéo (300
rpm) por meio de barra magnética. O compartimento receptor foi ocluido por papel
filme. O sistema foi mantido sob agitacdo (300 rpm) por meio de barra magnética a
temperatura de 32°C + 2°C (Figura 1).

Figura 1 — Sistema de células de difusdo de Franz adaptado.
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4.3.1.2.2.9.4. Coleta e Quantificacdo das Amostras

O periodo de coleta para o perfil de liberacdo foi: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0;
8,0; 12 e 24 horas. O volume total da fase receptora foi substituido a cada amostragem
com solucdo hidroalcodlica para manutencdo das condi¢Ges sink do sistema. As
aliquotas foram quantificadas por CG-DIC, a partir de uma curva controle para o citral e
citronelal nas concentragcdes de 150, 200 e 250 pg/mL e 50, 100 e 150 pg/mL,
respectivamente.

As analises foram repetidas para cada formulacdo, em triplicata. A quantidade
liberada de 6leo essencial acumulada no compartimento receptor, em cada tempo, foi
calculada levando-se em consideracdo o volume total da célula (5 mL), a quantidade de
farmaco retirada nas coletas anteriores e a area de exposicdo (1,15 cm?) do

compartimento doador.

4.2.1.2.2.9.5. Andlise da Cinética de Liberacao In Vitro

Para a avaliagdo da cinética de liberagdo dos 6leos nos sistemas, os resultados de
liberacdo in vitro foram compilados em graficos de dispersdo xy, caracteristicos de trés
modelos de cinética:

o Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);

o Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz do tempo (h);

. Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (pg/cm?) versus tempo

(h).

A partir da analise de regresséo linear, determinou-se o coeficiente de correlacdo
(r?) para cada modelo de cinética. O modelo que apresentou maior valor de r* foi o
selecionado. O valor da velocidade de liberagcdo (J) corresponde a inclinagdo (a) da
porcéo linear do modelo de cinética selecionado (COSTA; LOBO, 2001).

O lag time, ¢é definido como o tempo necessario para que a passagem de uma
substancia através de uma membrana atinja o equilibrio (AULTON, 2005), sendo obtido
a partir do perfil cinético selecionado, correspondendo a extrapolacdo até o eixo X da

regressao linear.
4.3.1.3. Resultados e Discussao

4.3.1.3.1. Anélise da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais
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A analise quimica dos 0leos essenciais pode ser visualizada na Figura 2. Os dados
mostram 0s principais constituintes do 6leo essencial de C. citratus: trans-isdmero citral
A ou geranial (40,1%), cis-isobmero citral B ou neral (32,1%) e geraniol (6,5%). A
mistura dos isdmeros neral e geranial, correspondem ao monoterpeno citral,
representando o constituinte majoritario do 6leo essencial C. citratus (BASSOLEA et
al.,, 2011; OLIVERO-VERBEL et al., 2010). Para o 6leo essencial C. nardus o0s
constituintes majoritarios foram o citronelal (38,60%), geraniol (23,42%) e citronelol
(13,90%) (OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 2 — Cromatogramas CG-EM dos 6leos essenciais C. citratus (A) e C. nardus
(B), com os principais constituintes identificados.
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4.3.1.3.2. Caracteristicas Fisicas

Apo6s 24 horas da preparagdo, as formulacBes apresentaram caracteristicas visuais
de sistemas microemulsionados, ou seja, aspecto limpido e translicido, coloracdo
amarelada e homogéneo (Figura 3) (MORALIS, 2006).

Figura 3 — FormulagcGes das microemulsdes de C. citratus e de C. nardus apés 24 horas

da obtengéo.
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4.3.1.3.3. Determinacéo do pH e Condutividade

O pH das amostras avaliadas, conforme Tabela 1, foi considerado satisfatorio para
a administracdo tépica. O pH cutaneo apresenta-se levemente acido, o qual é
fundamental para a protecdo bacteriana e fungicida. As formulacdes de administracéo
topica devem ser compativeis com relagdo a esses valores de pH, caso contrario, podem
expor a pele a entrada de microrganismos. (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002).
A acéo protetora da pele e cicatrizagdo de feridas sdo dependentes do pH e da higidez
das células do estrato corneo, quando sdo prejudicados, a cicatrizagdo de feridas é
retardada (SCHREM I et al., 2010).

A determinagdo da condutividade € um pardmetro sensivel no controle da
qualidade das microemulsées (AULTON, 2005). De acordo com as medidas de
condutividade conforme Tabela 1, observou-se que a incorporacdo dos 6leos ndo

provocou uma inverséo de fases na formulagéo.
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Tabela 1 — Resultados do pH e da condutividade dos excipientes e das formula¢es sem

e com a incorporacao dos 6leos essenciais.

Amostra pH £ DP Condutividade + DP
H,O 6,0+0,5 18+0,3
Miristato de isopropila - 0,0
SE* 58+0,2 46+1,0
ME-citratus 51+0,6 48 +£1,0
ME-nardus 58+0,3 53+3,0

*SE (Sistema emulsionado sem a incorporagdo dos dleos essenciais); DP (Desvio padrdo).

4.3.1.3.4. Tamanho da Goticula, indice de Polidispersao e Potencial Zeta

Os resultados do tamanho da goticula das formulacdes estdo apresentados na
Tabela 2. Os dados confirmaram a formacdo de sistemas com diametro em escala
nanométrica, com goticula inferior a 200 nm (ESPOSITO et al., 2003).

Com os valores dos IPD das formulagdes estudadas contidos na Tabela 2, pode ser
observado que as mesmas apresentaram uma distribuicdo de goticulas moderadamente
homogénea. Embora ndo exista uma correlacdo linear entre um valor do IPD e uma
monodisperséo da amostra verdadeira, em uma escala de 0 a 1, IPD menor que 0,1 tem
sido associado a um sistema monodisperso, com alta homogeneidade na populagéo de
goticulas, sugerindo uma distribui¢cdo de tamanho monomodal. Por outro lado, valores
altos de IPD sugerem uma distribuicdo de tamanho mais ampla ou polimodal (CALVO,
VILA-JATO; ALONSO, 1996; GAUMET et al., 2008).

As goticulas nas formulacdes apresentaram potencial zeta superior ao mddulo de
30 mV (Tabela 2), o que sugere uma repulsdo entre as goticulas satisfatéria favorecendo
a formacao de sistemas estaveis. Para garantir a estabilidade das formula¢des acredita-se
que o potencial zeta deve ser superior a0 modulo de 30mV, porém esta regra ndo pode
ser aplicada irrestritamente, pois existem algumas formulacGes com estabilizantes que
possuem um potencial zeta menor e nem por isso ndo sdo estaveis (FREITAS,
MULLER, 1998).
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Tabela 2 — Resultados do tamanho da goticula, indice de polidisperséo e potencial zeta

das formulagoes.

Tamanho da indice de polidispersao ]
Formulagéo ] Potencial zeta + DP
goticula (nm) £ DP + DP
ME-citratus 163,5+4,2 0,268 £ 0,003 -38,3+0,45
ME-nardus 98,1+ 5,9 0,328 £ 0,011 -52,8 1,12

DP (Desvio padrdo).

4.3.1.3.5. Estudos Térmicos

Nas Figuras 4 e 5 observam-se as curvas calorimétricas dos excipientes e das
formulacdes de ME-citratus e ME-nardus. Para a curva DSC do labrasol, observa-se um
pico exotérmico na temperatura de -24° C, correspondendo a temperatura de
cristalizacdo do tensoativo. A curva do plurol ndo apresenta pico de cristalizacdo no
resfriamento até a temperatura de -50° C. Na curva da agua pura observamos o0 pico
exotérmico caracteristico de cristalizacdo da agua na temperatura de -19°C.

No entanto as ME-citratus e ME-nardus ndo apresentaram 0s picos exotérmicos
caracteristicos dos constituintes da formulacdo, o que sugere ndo ser possivel a
visualizacdo das caracteristicas individuais destes compostos, possivelmente devido a
ligagOes coesas formadas na obtencdo dos sistemas (ALANY et al., 2001; PODLOGAR
et al.,, 2004). Estes resultados corroboram com a obtencdo de um sistema

microemulsionado.

Figura 4 — Curvas calorimétricas em ciclo de resfriamento/aquecimento dos excipientes

isolados e da ME-citratus.
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Figura 5 — Curvas calorimétricas em ciclo de resfriamento/aquecimento dos excipientes

isolados e da ME-nardus.
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4.3.1.3.6. Avaliacdo da Estabilidade Preliminar

Os resultados obtidos para o teste de estabilidade por centrifugacdo mostrou que
as amostras foram estaveis apds a centrifugacdo nas trés rotacGes avaliadas: 1000, 2500
e 3500 rpm (70, 440 e 863 g, respectivamente). Na Figura 6 observamos as duas
formulacBes ap6s o teste na rotacdo mais elevada (863 g). Podemos observar que o
sistema manteve-se homogéneo, apresentando aspecto limpido, transparente e

transltcido.

Figura 6 — Imagem da ME-citratus (A) e ME-nardus (B) apos centrifugacdo na rotacao

maxima de 863 g.
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As curvas DSC-60 obtidas no teste de estresse térmico mostraram que as
formulacBes ME-citratus e ME-nardus, ndo apresentaram picos caracteristicos dos
constituintes isolados, sugerindo que as ligacbes formadas entre estes constituintes
durante a obtencdo dos sistemas microemulsionados permaneceram estaveis ap0s 0s

ciclos de resfriamento/aquecimento.

4.3.1.3.7. Doseamento dos Oleos Essenciais nas Microemulsdes

O doseamento das microemulsdes foi realizado em relacdo aos marcadores citral e
citronelal, constituintes majoritarios dos 6leos C. citratus e C. nardus, respectivamente.
Os resultados foram obtidos seguindo metodologia validada apresentada no Capitulo 5.
A microemulsdo ME-citratus (44,9 mg de Oleo essencial C. citratus), equivalente a
30,08 mg de citral, apresentou na quantificacdo concentracdo de 29,58 mg (+ 0,75) de
citral, correspondendo a 98,34% deste marcadores na formulagcdo. A microemulsdo ME-
nardus (44,5 mg de 6leo essencial C. nardus), equivalente a 16,92 mg de citronelal,
apresentou na quantificagdo uma concentracdo de 16,98 mg (x 0,64) de citronelal,

correspondendo a 99,67% deste marcador na formulacao.

4.3.1.3.8. Cinética de Liberacéo

Para o estudo da cinética de liberacdo, devido as caracteristicas hidrofobicas dos
6leos essenciais estudados, o meio escolhido foi solucdo hidroalcoodlica, na propor¢édo
50:50, viv.

A solubilidade do 6leo essencial C. citratus no meio receptor foi de 30 uL/mL (=
26,94 mg/mL) e de 40 pL/mL (35,64 mg/mL) para o 6leo essencial C. nardus. A
quantidade dos marcadores na solucdo receptora atingida durante este estudo néo
excedeu 1,5 mg/mL, além disso a cada tempo de coleta toda a fase receptora foi retirada
da célula para garantia da condicéo sink do sistema.

Nas Figuras 7 e 8 observamos a quantidade liberada de citral e citronelal ao longo

do tempo do ensaio para as trés membranas estudadas.
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Figura 7 — Representacdo grafica das quantidades acumulada de citral liberadas através

das membranas de PVDF, NC e PTFE, em cada tempo de coleta, a partir da ME-

citratus.
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Figura 8 — Representacdo grafica das quantidades acumulada de citronelal liberadas

através das membranas de PVDF, NC e PTFE, em cada tempo de coleta, a partir da

ME-nardus.
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Para a melhor compreensdo do comportamento cinético de liberacdo foram

aplicados aos dados os modelos matematicos de ordem 0, primeira ordem e Higuchi a

cada membrana estudada (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 — Coeficiente de correlacdo para a liberacdo do citral a partir das trés

membranas estudadas.

Membrana Ordem 0 Primeira ordem Higuchi
PVDF 0,8227 0,6204 0,9925
NC 0,9080 0,7064 0,9737
PTFE 0,9322 0,7133 0,9779

Tabela 4 — Coeficiente de correlagdo para a liberagdo do citronelal a partir das trés

membranas estudadas.

Membrana Ordem 0 Primeira ordem Higuchi
PVDF 0,9625 0,7811 0,9764
NC 0,8862 0,6830 0,9815
PTFE 0,9255 0,7101 0,9927

Apos a regressédo linear nos modelos matematicos, observamos que os valores dos

coeficientes de correlacdo apresentaram-se mais proximos de 1 para 0 modelo cinético

de Higuchi, demonstrando que na ME-citratus e ME-nardus a difusdo do citral e

citronelal, respectivamente, é controlada pelo sistema (Figuras 9 e 10) (TOSCANO et

al., 1997).

Figura 9 — Modelo cinético de Higuchi para a liberacdo do citral nas trés membranas

estudadas.
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Figura 10 — Modelo cinético de Higuchi para a liberacdo do citronelal nas trés
membranas estudadas.
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A partir da determinacdo do modelo cinético foi calculada a velocidade de
liberacdo e o tempo necessario para o equilibrio da difusdo através de cada membrana, o

lag time. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Velocidade de liberacdo e lag time do citral através das membranas pelo

método de Higuchi.

Membranas Velocidade (pg/cm?~/R) Lag time (horas)
PVDF 264,30 0,31
NC 146,89 0,87
PTFE 144,67 0,95

Tabela 6 — Velocidade de liberagdo e lag time do citronelal através das membranas pelo

método de Higuchi.

Membrana Velocidade (pg/cm?~/R) Lag time (horas)
PVDF 75,87 0,89
NC 121,29 0,09
PTFE 121,74 0,13

A membrana PVDF para a ME-citratus foi a que apresentou menor resisténcia a

liberacdo do citral, com velocidade de liberagdo de 264,30 pg/cm?vh. Para as
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membranas NC e PTFE, as velocidades foram de 146,89 e 144,67 pglcm?/Vh,
respectivamente, confirmando uma maior resisténcia das mesmas (Tabela 5). A maior
resisténcia das membranas PTFE e NC podera estar associada ao seu carater hidrofilico,
em oposicao a lipofilia caracteristica do citral.

Os resultados obtidos para o lag time de 0,87 e 0,95 horas para NC e PTFE,
respectivamente, corroboram com a observacdo da resisténcia destas membranas na
liberacdo do citral. Normalmente, os valores de lag time, obtidos pelo intercepto com o
eixo X correspondem a uma pequena fragdo de uma hora (FDA, 1997) (Tabela 5).

Para a ME-nardus as membranas de menor resisténcia foram as NC e PTFE, com
velocidades de liberacdo praticamente iguais, 121,29 e 121,74 pg/lcm’~h,
respectivamente. Para a membrana PVDF a velocidade foi de 75,87 pg/cm®~h e lag
time de 0,89 h (Tabela 6). Neste caso, a maior resisténcia foi a da membrana hidrofobica
que pode ser explicada pela caracteristica intrinseca do complexo dos constituintes do
o6leo essencial, que ndo ¢ definida pelo citronelal ja que este corresponde apenas 37,89%
do oleo.

A selecdo da membrana mais adequada pode ser efetuada com base na melhor
relacdo de linearidade entre a quantidade do marcador liberado e a \t, para cada uma
das formulacdes em estudo. Podemos concluir que dos trés sistemas in vitro de
avaliacdo da quantidade dos marcadores dos Oleos essenciais liberados a partir da
microemuls&o, aqueles que utilizam membranas de PVDF para o citral e PTFE para o
citronelal, foram os mais adequados para caracterizar a velocidade e extensdo de

liberacdo in vitro destes marcadores a partir da matriz.

4.3.1.4. Conclusao

A andlise dos constituintes dos o0leos essenciais C. citratus e C. nardus
apresentaram o citral e citronelal, respectivamente, como 0s constituintes majoritarios
dos 6leos. As caracteristicas organolépticas e de tamanho de particulas confirmaram a
obtencdo de sistemas microemulsionados. Os resultados térmicos DSC60 corroboraram
com a obtencdo da microemulsdo. As ME apresentaram pH condizente com
formulacdes de aplicagdo tdpica. A avaliagdo da estabilidade preliminar revelou que as
microemulsdes sdo sistemas estaveis. As ME apresentaram cinética de liberacdo de

acordo com o modelo de Higuchi e as membranas PVDF para o citral e PTFE para o
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citronelal foram as mais adequadas para caracterizar a velocidade e extensdo de

liberagéo in vitro dos marcadores a partir da matriz estudada.
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4.4. Avaliacao da atividade Leishmanicida e Citotoxicidade

4.4.1. Avaliacdo da Atividade Leishmanicida e Citotoxicidade de Oleos Essenciais

de Cymbopogon citratus e Cymbopogon nardus Isolados e Microemulsionados

4.4.1.1. Introducéo

A leishmaniose é uma das doengas mais negligenciadas do mundo em termos de
descoberta e pesquisa de novos medicamentos (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). O
controle da infeccdo faz uso de medicamentos altamente toxicos, com problemas de
resisténcia, precos elevados e longo tempo de duracdo de tratamento. Recentemente
melhorias na redugdo do tempo e do custo do tratamento foram alcancadas pela
utilizacdo de terapias combinadas (PHAM et al., 2013). No entanto, a busca por novos
agentes terapéuticos para o tratamento da leishmaniose mais seguros, menos
dispendiosos e mais eficazes, ainda é necessario.

Muitas substancias derivadas das plantas sdo fontes atraentes para
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, sobretudo os 6leos essenciais. Entre
estes produtos naturais, 0s monoterpenos sdo 0s componentes majoritarios, e os efeitos
de muitas plantas medicinais tém sido atribuidos a eles (GHERLARDINI et al., 2001,
SOUSA et al., 2006; SOUSA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2010). Com base no
amplo uso terapéutico de diversas plantas, muitos estudos tém-se concentrado nos perfis
fitoquimicos para correlacionar os constituintes as propriedades farmacoldgicas dos
extratos vegetais (DUARTE et al., 2005).

O dleo essencial de Cymbopogon citratus e 0 monoterpeno citral, seu constituinte
majoritario, tem demonstrado importantes atividades bioldgicas antiflngica, bactericida,
antisséptica, antioxidante, antimicrobiana, sedativa e leishmanicida (OLOYEDE, 2009;
PEREIRA et al., 2009; NAIK et al., 2010; MATASYOH et al., 2011; AHMAD KHAN
etal., 2012).

O ¢leo essencial de Cymbopogon nardus apresenta atividade repelente a insetos e
também acdo fungicida e bactericida (BILLERBECK et al., 2001; WONG, 2005;
TRONGTOKIT, 2005; MEDICE, 2007). Possui como um dos constituintes majoritarios
0 monoterpeno citronelal. Diversos estudos relatam diferentes atividades biologicas do
citronelal: antioxidante (SINGH et al., 2012), antibacteriana (ELAISSI et al., 2011) e
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efeito antinociceptivo (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). No entanto, a atividade
leishmanicida do 6leo de C. nardus e citronelal é pouco conhecida.

A melhoria das propriedades terapéuticas de compostos derivados de plantas por
meio de sua incorporacdo em sistemas de liberacdo constitui-se uma estratégia
importante na obtencdo de novos medicamentos. Os sistemas de liberacdo de farmacos
apresentam inUmeras vantagens, entre elas a capacidade de prolongar e controlar a
liberacdo da substdncia ativa, proteger as moléculas contra degradacdo no meio
fisioldgico, veicular farmacos hidrofébicos, evitar a evaporacdo de substancias volateis
e conduzir a reducdo dos efeitos colaterais indesejaveis decorrentes das flutuacdes
plasmaéticas causadas pela administracdo de varias doses diarias do medicamento ou da
ampla distribuicdo do farmaco no organismo (FONSECA et al., 2002; GUPTE;
CIFTCI, 2004).

As microemulsées (MEs) formam sistemas reservatorios, com capacidade de
modificar profundamente a velocidade de liberacéo de farmacos, oferecendo beneficios
que incluem o aumento da solubilidade e absorcdo e controle da biodisponibilidade de
farmacos. Como sistemas reservatdrios podem alterar os parametros farmacocinéticos,
aumentar o indice terapéutico e consequentemente diminuir a toxicidade e aumentar a
eficacia clinica de farmacos (DALMORA et al., 2001; FORMARIZ et al., 2005).

Diante disto, muita atencdo tem sido dada as MEs por sua capacidade em
aumentar a eficacia terapéutica de farmacos, permitindo a reducdo da dose administrada
e minimizando os efeitos colaterais potenciais dos farmacos (FORMARIZ, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade leishmanicida e a citotoxicidade
dos o6leos essenciais C. citratus e C. nardus isolados e quando incorporados em

microemulsoes.

4.4.1.2. Material e Métodos
4.4.1.2.1. Material

Os Gleos essenciais de C. citratus e C. nardus foram obtidos da Phytoterapica
(Séo Paulo, Brasil). Os marcadores citral e citronelal foram obtidos da Sigma-Aldrich
(UK).

As formulacGes obtidas pela incorporacdo dos 6leos essenciais C. citratus (ME-
citratus) e C. nardus (ME-nardus), cada uma com 5% de 6leo incorporado, foram

preparadas no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC) da



106

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e gentilmente cedidas pela Profé. Dr?,

Leila Leal.

4.4.1.2.2. Preparo da Amostra

Para a atividade leishmanicida foi preparada uma solucdo estoque de 100 pL de
cada amostra em 300 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) e 10 mL de &gua destilada. Em
seguida as amostras foram diluidas em A&gua destilada para obter as seguintes
concentragdes: 8,63; 17,27; 25,90; 34,54 e 43,17 pg/mL de citral no 6leo C. citratus
isolado e no sistema microemulsionado ME-citratus; e 8,56; 17,13; 25,69; 34,60 e 42,83
pg/mL para o citronelal no 6leo C. nardus isolado e no sistema microemulsionado ME-
nardus.

Para o estudo da citotoxicidade as amostras foram preparadas seguindo a mesma
metodologia dos 6leos essenciais, sendo obtidas as concentracdes de 10,0; 25,0; 50,0;
75,0 € 100,0 pL/mL.

4.4.1.2.3. Atividade Leishmanicida

Os ensaios de atividade leishmanicida foram realizados no Laboratorio de Ensaio
Antiparasitario e de Radiologia Experimental, localizado no Centro de Biociéncias da
UFRN. As formas promastigotas de Leishmania chagasi (VLE522) foram gentilmente
cedidas pela Prof2. Dr2. Louisianny Guerra da Rocha.

Em tubos de ensaios contendo 2-4 x 10° células/mL do protozoério Leishmania
chagasi na fase de crescimento exponencial (prociclicas) e suspensas em meio de
cultura LIT (Infusdo de Figado e Triptose) acrescido de 20% de Soro Fetal Bovino
(SFB), foram acrescentadas as diferentes concentra¢fes das amostras e submetidas a um
tempo de incubacao de 24 horas em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio).

A curva dose-resposta destas substancias foi realizada atraves da contagem de
celulas viaveis de L. chagasi em hemocitdometro de Neubauer utilizando microscopio
Optico na objetiva de 40 X, apds as células terem sido diluidas em solucdo salina estéril.
Cada ensaio foi realizado em triplicata. A atividade leishmanicida foi expressa como a
concentracédo efetiva mediana (CE50), ou seja, aquela que causou 50% de morte nos
micro-organismos testados, apos 24 horas de incubacdo. Para o calculo da CE50 foi

usado o programa estatistico Origin 5.0.
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4.4.1.2.4. Citotoxicidade

Para avaliar o potencial efeito citotoxico dos 6leos essenciais e microemulsées foi
realizado o ensaio colorimétrico baseado na reducdo do MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio). Este método baseia-se na atividade
metabolica de células viaveis, formando um produto colorido (cristal de formazan, que é
insolivel em agua).

A linhagem celular utilizada foi células de fibroblastos de murinos Swiss albinos
(3T3), cultivadas nas placas de 96 pocos contendo quantidade padrdo de 5 x 10*
células/mL, em meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 mM L-glutamina, 100 U/mL
penicilina e 100 pg/mL penicilina, durante 24 horas a 5% de CO,, a 37°C.

Apbs a incubacdo, as células foram lavadas com solucdo tampéo fosfato (PBS),
em seguida, tratadas com os 6leos e microemulsées por 24 h a 37°C. Apds o tratamento
das células, foram aspirados 100 pL de sobrenadante de cada poco, e entdo adicionado
10 pL de MTT e incubado por 3 h (MOSMANN, 1983).

Apbs incubacdo por 3 horas, os cristais de formazan foram dissolvidos com
adicdo de 100 pL de DMSO. A placa foi submetida a agitacdo por 10 minutos. A
absorcdo resultante desta reacdo foi mensurada a 550 nm usando o Bio-Rad 550
(ELISA).

Os pocos referentes ao controle negativo foram mantidos nas mesmas condigdes
que 0s pocos submetidos ao tratamento havendo a substituicdo das amostras por 20 pL
de tween (pH 7,2) (MOSMANN, 1983). Como controle positivo foi utilizado o dodecil
sulfato de sédio (SDS) nas concentracdes de 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64 pg/mL.

O percentual de células vivas foi calculado em relacdo ao controle negativo,

representando a viabilidade de cada tratamento, conforme Equacédo 1 abaixo.

% celulas vivas = (Absorbéancia do teste) X 100 ---------------- Equacéo 1

(Absorbancia do controle negativo)

4.4.1.2.5. Anélise Estatistica

A analise estatistica deste estudo foi realizada através do teste t-student. Para

todos os testes foi considerado o intervalo de confianca de 95%.
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4.4.1.3. Resultados e Discussao
4.4.1.3.1. Atividade Leishmanicida

Os oOleos essenciais das espécies de Cymbopogon e seus componentes sdo
conhecidos por sua atividade antimicrobiana (PATTNAIK et al., 1995; DE
BILLERBECK et al., 2001; NAIK et al., 2010; BASSOLEA, et al.,, 2011), anti-
helmintica (NIRMAL et al., 2007), antiparasitaria (GEORGE et al., 2010), anti-
inflamatoria (FRANCISCO et al., 2011), anticonvulsivante (FANDOHAN et al., 2008;
SILVA et al., 2010), antifingica (JUGLAL et al., 2002; VELLUTI et al., 2003) e
antioxidante (RUBERTO; BARATTA, 2000; HIERRO et al., 2004; KHUNKITTI,
2010).

Estas atividades dos 6leos sdo geralmente atribuidas a presenca de compostos
fenolicos, alcodlicos e dos constituintes terpendides (monoterpenos) (Bakalli, 2008).

O oleo essencial C. citratus apresentou atividade leishmanicida sobre a
viabilidade celular da L. chagasi, com CE50% de 26,12 pg/mL (24,26-27,97 pg/mL)
(Figura 1). Esta atividade também foi comprovada nos estudos de Machado et al. (2012)
que demonstraram a atividade leishmanicida de C. citratus e do monoterpeno citral

contra as formas L. infantum, L. major e L. tropica.

Figura 1 — Percentagem da viabilidade celular da L. chagasi frente a concentragdes
crescentes da ME (microemulsdo sem a adicdo do 6leo essencial), do 6leo essencial C.
citratus, da ME-citratus e do citral.
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O oleo essencial C. nardus apresentou CE50% frente as células L. chagasi de
26,28 pg/mL (24,03-28,52 pg/mL) (Figura 2), comprovando sua atividade

leishmanicida, ainda ndo relatada na literatura.

Figura 2 — Percentagem da viabilidade celular da L. chagasi frente a concentracfes
crescentes da ME (microemulsdo sem a adigdo do 6leo essencial), do dleo essencial C.
nardus, da ME-nardus e do citronelal.
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Os constituintes majoritarios dos Oleos C. citratus e C. nardus, o citral e
citronelal, respectivamente, foram também testados quanto a atividade na viabilidade
celular da L. chagasi para que pudéssemos avaliar se a acdo dos 6leos C. citratus e C.
nardus poderia ser atribuida a estes constituintes (Figuras 1 e 2).

Os resultados obtidos mostraram que o citral, utilizado na mesma concentragdo
encontrado no 6leo essencial (67%), apresentou uma CE50% de 26,34 pg/mL (23,97-
28,70 ug/mL). Mostrando ter atividade semelhante ao 6leo essencial, 0 que sugere que a
atividade do 6leo C. citratus deve estar relacionada ao seu constituinte majoritario. Para
esta avaliacdo, foi aplicado o teste t Student, no qual demonstrou que o t calculado para
a CE50% foi de 0,115, sendo menor que o t tabelado (2,131), comprovando que néo
houve diferenca significativa entre as médias, com 95% de confianga (Figura 1).

Os resultados obtidos para a avaliacéo da atividade leishmanicida do citronelal, na
concentracdo de 38%, apresentaram CE50% de 35,47 pg/mL (34,56-36,38 pg/mL),

sugerindo que a atividade do 0Oleo essencial do C. nardus deve-se a um sinergismo com
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0S outros constituintes presentes no 6leo. O teste t Student foi aplicado, o qual
demonstrou diferenca significativa entre as médias, com valor do t calculado (4,40)
maior que o t tabelado (2,13), com o nivel de significancia de 95% (Figura 2).

Geralmente, os componentes principais determinam as propriedades bioldgicas
dos oleos essenciais (BAKKALI, 2008). No entanto, estudos revelam que a atividade
biologica destes principais constituintes pode ser modulada por outros constituintes em
menor concentragdo (FRANZIOS et al., 1997, SANTANA-RIOS et al., 2001; HOET et
al., 2006).

Os oOleos essenciais foram incorporados em sistemas microemulsionados e as
formulagdes obtidas ME-citratus e ME-nardus foram também avaliadas quanto a
atividade leishmanicida (Figuras 1 e 2).

Os resultados da atividade leishmanicida demonstraram que em concentracdes
iguais do Oleo essencial de C. citratus, a microemulsdo apresentou um potencial
aumento na atividade leishmanicida, com CE50% de 8,8 pg/mL (4,68-12,93 pg/mL). A
comparacao estatistica pelo teste t Student mostrou que os valores das médias CE50%
para o C. citratus isolado e a ME-citratus foram diferentes com valor do t calculado
(15,98) maior que o t critico (4,30), com o nivel de significancia de 95% (Figura 1).

Para a microemulsdo de C. nardus este aumento na atividade leishmanicida
também foi observado com valor de CE50% de 10,93 pg/mL (6,68-14,79 pg/mL). A
comparacado estatistica pelo teste t Student mostrou que os valores das médias CE50%
para o C. nardus isolado e a ME-nardus foram diferentes com valor do t calculado
(4,40) maior que o t critico (2,13), com o nivel de significancia de 95% (Figura 2).

Baldissera et al. (2013) avaliaram o aumento da atividade tripanocida de 6leo
essenciais de andiroba e aroeira ap0s a incorporacdo em sistemas microemulsionados.

Chaiyana et al. (2010) observaram aumento da atividade anticolinesterase de

microemulsdes contendo o 6leo essencial de C. citratus.

4.4.1.3.2. Citotoxicidade

A acdo de diferentes concentragdes dos dleos essenciais C. citratus e C. nardus e
suas microemulsdes foram avaliadas com relagcdo a viabilidade celular de fibroblastos
3T3 de murinos utilizando o teste do MTT (Figuras 3 e 4). A atividade mitocondrial foi

tomada como uma medida indireta das células viaveis.
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Figura 3 — Toxicidade em diferentes concentra¢des do 6leo essencial C. citratus e ME-

citratus na viabilidade das células 3T3, comparado ao controle positivo (SDS) e ao

negativo (PBS).

160

140

120 A

100 - = -

80 '

% Viabilidade Celular

40

20

0 20

M X
—y—
° ®
—e—SDS
& PSB
- C. citratus
~— ME-citratus
— .
40 60 80 100 120 140

Concentragdo pg/mL

Figura 4 — Toxicidade em diferentes concentra¢cdes do 6leo essencial C. nardus e ME-

nardus na viabilidade das
negativo (PBS).

180
160
140
120 . .
100 | = h—u

80 *

% Viabilidade Celular

60

40

20

células 3T3, comparado ao controle positivo (SDS) e ao

+— 5DS
. = PBS
C. nardus

5 & ME-nardus

40 60 80 100 120 140

Concentracdo pg/mL

A auséncia de morte celular revela a ndo toxicidade das amostras frente as células

3T3. Quando as células foram tratadas com os 6leos essenciais apresentaram um

aumento na viabilidade celular, sendo este aumento maior para o C. nardus. Através dos
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dados obtidos para as ME observamos um potencial aumento na viabilidade. Estes
dados sugerem uma maior permeabilidade celular para os 6leos microemulsionados
promovendo uma maior atividade mitocondrial, possivelmente devido a atividade

antioxidante.

4.4.1.4. Concluséo

O C. nardus apresentou importante atividade leishmanicida, no entanto esses
dados ndo sdo descritos na literatura. Esta atividade deve-se possivelmente ao
sinergismo de todos os constituintes do 6leo essencial.

O monoterpeno citral, majoritario no dleo essencial C. citratus, apresentou em
nosso estudo atividade semelhante ao do 6leo essencial, sugerindo ser o responsavel por
esta atividade biologica.

A atividade leishmanicida para L. chagasi dos Oleos essenciais foram
potencializada quando os dleos foram incorporados em um sistema microemulsionado.

Os resultados de auséncia de toxicidade dos 6leos essenciais microemulsionados
frente as células 3T3 tornaram esse sistema um candidato promissor para o tratamento

de leishmaniose.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo dos lotes do derivado naftoquinénico determinou lotes de
qualidades fisicas distintas;

A andlise termica, dissolucdo intrinseca e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia sdo ferramentas importantes na avaliacdo da reprodutibilidade da tecnologia

de sintese de matérias-primas presentes em diferentes produtos farmacéuticos;

Os métodos analiticos para quantificacdo dos marcadores citral e citronelal nos

0leos essenciais e microemulsdes foram devidamente desenvolvidos e validados;

O citral e citronelal foram constituintes majoritarios dos 6leos essenciais C.

citratus e C. nardus estudados;
Os sistemas microemulsionados foram obtidos com sucesso;

As ME’s apresentaram cinética de liberacdo de acordo com o modelo de Higuchi
e as membranas PVDF para o citral e PTFE para o citronelal foram as mais adequadas
para caracterizar a velocidade e extensao de liberacdo in vitro dos marcadores a partir da

matriz estudada;

O estudo demonstrou a atividade leishmanicida inédita do 6leo essencial C.

nardus frente as formas promastigotas da L. chagasi;

As microemulsdes com 6leos essenciais apresentaram atividade leishmanicida e

auséncia de citotoxicidade para as células 3T3;

O citral apresentou em nosso estudo atividade semelhante ao do 6leo essencial,
sugerindo ser o responsavel por esta atividade bioldgica
A atividade leishmanicida, para L. chagasi, dos 6éleos essenciais foi potencializada

guando os 6leos foram incorporados em um sistema microemulsionado.
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