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RESUMO

A onicomicose é uma infeccdo fungica de distribuicdo mundial que causa a destrui¢cdo da unha (dano
estético) e pode prejudicar a qualidade de vida social do paciente, interferindo na sua auto-estima e
capacidade funcional. Os principais agentes causadores da doenca sdo a Candida albicans e o
Trichophyton rubrum. Atualmente, a resisténcia flngica aos farmacos presentes no mercado é uma
problematica que vem estimulando a pesquisa por novos medicamentos para o tratamento dessa
infeccdo, e os 6leos essenciais tem revelado conter substancias potencialmente antifingicas. Sendo
assim, este trabalho teve como principal objetivo desenvolver formulagdes microemulsionadas contendo
Oleos essenciais para o tratamento de onicomicoses. Inicialmente, testou-se a atividade dos 6leos
essenciais de oito plantas: Aniba parviflora, Aniba rosaeodora, Aniba canelilla, Ocotea cymbarum,
Melissa officinalis (erva-cidreira), Cymbopogon citratus (capim-lim&o), e Cinnamomum camphora,
frente a cepas ATCC de T. rubrum e C. albicans. O método adotado foi a microdiluicdo em caldo. Os
Oleos mais ativos contra os fungos foram os de M. officinalis (m) e C. citratus (c), que apresentaram
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) entre 400 e 800 ug.mL* e, por isso, foram selecionados para
serem incorporados nas microemulsdes (MESs). Antes, realizou-se o teste de miscibilidade para verificar
se tais Oleos essenciais seriam misciveis nos insumos escolhidos para compor os sistemas. Entdo, foram
preparadas bases microemulsionadas com diferentes combinagdes de tensoativos (Tween® 20, Tween®
80 e Kolliphor® EL), cotensoativos (Trascutol® P e os alcoois etilico e isopropilico), fase oleosa (4cido
oleico) e 4agua, cujas propor¢des foram determinadas pela constru¢cdo de diagramas de fases
pseudoternarios, os quais também possibilitaram a escolha das melhores regides de MEs. Os 6leos (m e
c) foram, entdo, incorporados como fases oleosas nas formulagdes bases, obtendo-se um total de vinte
MEs que foram submetidas novamente a ensaio antifingico a fim de verificar e comparar a atividade
das MEs bases com as MEs contendo os 6leos essenciais frente aos patdgenos estudados. Assim,
selecionou-se as cinco MEs com maior acdo antifungica — todas contendo o 6leo m (Bm, Em, Gm, Hm, €
Im) — e realizou-se ensaios fisico-quimicos e de citotoxicidade. As formulacdes Gm e Hm foram
consideradas as melhores, pois, na caracterizacao fisico-quimica, seus valores de viscosidade indicaram
boa fluidez (Gm: 10,43 cP e Hn: 9,0 cP); transparéncia, visto que apresentaram indices de refracdo (Gm:
1,380 e Hm: 1,379) e transmitancias (Gm: 99,50% e Hm: 99,23%) préximos aos da agua; os valores de
condutividade elétrica confirmaram que sdo MEs do tipo O/A (Gm: 55,7 uS.cm™ e Hp. 76,8 uS.cm™); os
tamanhos de suas goticulas (Gm: 81,9 nm e Hn. 108,0 nm), seus indices de polidispersdo (Gm: 0,239 e
Hm: 0,215) e os valores de potencial zeta (Gm: -0,50 mV e Hm: -4,73 mV) confirmaram suas estabilidades;
e seus valores de pH (Gm: 4,39 e Hn: 4,13) foram compativeis com o da pele e da unha. O teste de
citotoxicidade foi realizado em fibroblastos de pulmao humano e constatou-se que as MES Gm e Hi 580
atoxicas (Clsoy > 50 pg.mLY). Portanto, o estudo obteve duas promissoras formulagGes
microemulsionadas para o tratamento topico de onicomicoses causadas por T. rubrum e C. albicans.

Palavras-chaves: Microemulsdes. Atividade antifingica. Melissa officinalis (erva-cidreira).
Cimbopogon citratus (capim-limao). Onicomicoses.



ABSTRACT

Onychomycosis is a fungal infection of worldwide distribution that causes nail destruction (aesthetic
damage) and may impair the patient's social quality of life, interfering in his self-esteem and functional
capacity. The disease main causative agents are Candida albicans and Trichophyton rubrum. Currently,
the fungal resistance to the drugs present in the market is a problem that has stimulated the research for
new drugs to treat this infection, and essential oils have been shown to contain potentially antifungal
substances. Thus, this work had as main objective to develop microemulsion formulations containing
essential oils for the treatment of onychomycosis. Initially, the eight plants essential oils activity was
tested: Aniba parviflora, Aniba rosaeodora, Aniba canelilla, Ocotea cymbarum, Melissa officinalis,
Cymbopogon citratus, Piper nigrum and Cinnamomum camphora, against ATCC strains of T. rubrum
and C. albicans. The adopted method was broth microdilution The most active oils against fungi were
M. officinalis (m) and C. citratus (c), which had minimum inhibitory concentrations (MICs) between
400 and 800 pug.mL™ and were therefore selected to be incorporated in the microemulsions (MES).
Before, the miscibility test was performed to verify if such essential oils would be miscible in the inputs
chosen to compose the systems. Then, microemulsion bases were prepared with different combinations
of surfactants (Tween® 20, Tween® 80 and Kolliphor® EL), cosurfactants (Trascutol® P and ethyl and
isopropyl alcohols), oil phase (oleic acid) and water, whose proportions were determined by the
construction of pseudoternary-ternary phase diagrams, which also enabled the choice of the best MEs
regions. The oils (m and c) were then incorporated as oily phases in the base formulations, resulting in
a total of twenty MEs which were rescreened in antifungal assay in order to verify and compare the
activity of the bases MEs with the MESs containing the essential oils against the studied pathogens. Thus,
the five MEs with the highest antifungal action — all containing the oil m (Bm, Em, Gm, Hm, and In) —
were selected and physico-chemical and cytotoxicity tests were performed. The Gm and Hm
formulations were considered the best, because in the physicochemical characterization, their viscosity
values indicated good fluidity (Gm: 10,43 cP and Hm. 9,0 cP); transparency, since they presented
refractive indexes (Gm: 1,380 and Hn: 1,379) and transmittance (Gm: 99.50% and Hm. 99.23%), close to
that of water; the electrical conductivity values confirmed that they are O/A types MES (Gm. 55.7 uS.cm-
L and Hr: 76.8 uS.cm™); their droplet sizes (Gm:81.9 nm and Hr,: 108.0 nm); their polydispersity indexes
(Gm: 0.239 and Hr: 0.215) and zeta potential values (Gm: -0.50 mV and Hp: -4.73 mV) confirmed their
stabilities and; their pH values (Gm: 4.39 and Hn: 4.13) were compatible with that of the skin and nail.
The cytotoxicity test was performed on human lung fibroblasts and it was found that the MEs G, and
Hm are non-toxic (ICses> 50 pug.mL™). Therefore, the study obtained two promising microemulsion
formulations for the topical treatment of onychomycoses caused by T. rubrum and C. albicans.

Key-words: Microemulsions. Antifungal activity. Melissa officinalis (lemon balm). Cimbopogon

citratus (lemon grass). Onychomycosis.
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INTRODUCAO

A onicomicose foi tradicionalmente conceituada como uma infecgdo ndo dermatofitica
da unha, mas atualmente é referida como um termo geral para denotar qualquer infeccdo da
placa ungueal ocasionada por fungos. Apesar de haver poucos dados disponiveis a respeito da
doenca em paises tropicais, é considerada uma das mais importantes onicopatias, chegando a
acometer 5,5% da populacdo mundial. Tal infeccdo deve ser tratada ndo somente pelo dano
fisiolégico e estético que acarreta, mas também por prejudicar a qualidade de vida do paciente,
a auto-estima e a sua capacidade funcional, interferindo nas suas atividades rotineiras
(ELEWSKI, 1998; LACAZ, 2002; ADEKHANDI; PAL, SHARMA, 2015).

Embora haja uma boa definicdo dos grupos de agentes causadores das onicomicoses, a
alta prevaléncia da patologia persiste devido a dificuldade do diagndstico clinico laboratorial,
a coleta inapropriada do material para analise e a ineficacia do tratamento, pois existem poucas
opcOes de medicamentos antifingicos no mercado para a terapia dessas infec¢des, acrescido o
fato de que as recidivas sdo rapidas e frequentes ap6s a suspensao da terapia medicamentosa
em funcdo da presenga de estruturas reprodutiveis resistentes ao tratamento medicamentoso
(ZANARDI et al., 2008).

Quando se trata de terapias medicamentosas para onicomicose, conta-se basicamente com
trés opcbes de tratamento: tdpico, sistétmico e a combinacdo das duas terapias. Os
medicamentos sistémicos sdo os mais eficazes, porém apresentam efeitos colaterais e riscos de
interacdes medicamentosas. Ja a terapia topica é uma opcdo de tratamento atraente devido a
néo invasividade, facilidade de administragéo, capacidade de direcionar o tratamento local da
infeccdo, risco minimo de eventos adversos sistémicos e intera¢cdes medicamentosas, 0 que gera
boa adeséo ao tratamento por parte do paciente (RUIZ; CHIACCHIO, 2004; LECHA et al.,
2005; GUNT; KASTING, 2007; GUPTA etal., 2013).

A eficacia terapéutica de uma formulacgéo tépica depende tanto das propriedades fisico-
quimicas da substancia ativa quanto do tipo de veiculo empregado na fabricacdo do
medicamento, uma vez que a baixa penetracdo do veiculo na area afetada pode responder pela
inefetividade topica de um farmaco antifungico (BHOWMIK et al., 2012). Nesse sentido, muita
atencdo tem sido dada aos sistemas microemulsionados como novos sistemas de administragdo
de farmacos, devido a sua capacidade em aumentar a eficacia terapéutica de farmacos, através

de seu direcionamento especifico ao sitio de acdo, permitindo a reducéo da dose administrada
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e dos efeitos toxicos potenciais dos farmacos, além de ser capaz de modificar profundamente a
velocidade de liberacdo de farmacos, oferecendo beneficios que incluem o aumento da
solubilidade, absorcdo e da biodisponibilidade dos mesmos (FORMARIZ et al., 2005;
SOLANKI et al., 2012 ; OZGENC et al., 2016).

Tendo em vista que, no tratamento da onicomicose, poucos sdo 0s medicamentos
considerados eficazes, as plantas que apresentam substancias farmacologicamente ativas e seus
derivados podem surgir como uma atraente alternativa. As plantas aromaticas sdo capazes de
produzir substancias com propriedades farmacolégicas, denominadas 6leos essenciais, que sao
compostos volateis, altamente aromaticos, de baixo peso molecular e largamente empregados
na inddstria farmacéutica, cosmética e alimenticia devido as suas inumeras atividades
bioldgicas, dentre elas antibacteriana, antiviral, antifingica, antiparasitaria, inseticida,
antitumoral e antioxidante (KUMAR et al, 2018; NAEEM et al., 2018).

Apesar dos poucos relatos na literatura de formulacBes farmacéuticas
micromeulsionadas contendo 6leos vegetais como fase oleosa, alguns estudos demonstram que
as microemulsdes conseguem melhorar as propriedades farmacéuticas e biofarmacéuticas dos
compostos bioativos derivados destes 6leos (DANTAS et al., 2009; XAVIER-JUNIOR et al.,
2017).

Portanto, o desenvolvimento de novas formulagdes micremulsionadas contendo 6leos
essenciais revela-se uma vantajosa alternativa a terapéutica medicamentosa convencional, uma
vez que sao de facil aplicacdo e capazes de induzir a cura das unhas acometidas pelos fungos

causadores da onicomicose de forma segura e eficaz.

O objetivo deste trabalho é desenvolver formulagbes microemulsionadas para o
tratamento de onicomicoses, contendo 6leos essenciais de origem vegetal como ativos
antifungicos. Neste contexto, esta dissertacao esta estruturada em quatro capitulos. O Capitulo
1 fara uma sintese sobre a doenca onicomicose e sobre 0s Oleos essenciais que terdo sua
atividade antifingica testada frente as cepas de dois dos principais agentes causadores de
onicomicose: Candida albicans e Trichophyton rubrum. O Capitulo 2 trara uma revisao sobre
atecnologia das microemulses e os testes realizados para a obtencoes de formulagdes contendo
Oleos essenciais de Cymbopogon citratus e Melissa officinalis, bem como a construgdo de
diagramas de fases pseudoternarios. O Capitulo 3 trard uma revisdo de literatura sobre as
aplicacbes das microemulsdes contendo 6leos essenciais ja desenvolvidas e o teste de

susceptibilidade antifungica realizado nas microemulsdes que foram preparadas no Capitulo 2,
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além de selecionar aquelas que apresentaram maior atividade antifingica para as proximas
etapas, que consistiram nos ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo de

citotoxicidade, abordados no Capitulo 4.
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CAPITULO 1: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS
ESSENCIAIS CONTRA Candida albicans e Trichophyton rubrum, CAUSADORES DE
ONICOMICOSES

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Onicomicose

A onicomicose € uma infeccdo fungica crénica capaz de levar a destruicdo gradativa da
placa ungueal das maos e dos pés e de atuar como fonte para lesdes fungicas mais difundidas

na pele, uma vez que sua cura ndo se da de forma espontanea (SEEBACHER et al., 2007).

Tal onicopatia é responséavel por aproximadamente 50% de todas as doencas das unhas,
sendo transmitida por contato direto, isto é, inter-humano, ou de forma indireta, através de
vestuarios, roupas de cama, cal¢ados e utensilios contaminados com propagulos fungicos que
podem ser originados do solo, liberados juntos com pélos ou material de descamacéo da pele.
Além disso, outros fatores como um trauma ungueal, idade avancgada, sistema imunoldgico
comprometido, diabetes mellitus, méa circulacdo periférica, tinea pedis e a exposicao a areas
Umidas, também estdo associados a onicomicose (MUGGE; HAUSTEIN; NENOFF, 2006;
LIMA; REGO; MONTENEGRO, 2007; HART; FEHRENBACHER, 2014).

Dados epidemiologicos atualizados referentes a frequéncia de onicomicoses a nivel
mundial e de Brasil, principalmente no Norte e Nordeste do pais, acabam sendo bastante

€SCassos.

Um estudo de revisdo sistematica de Sigurgeirsson e Baran (2014) analisou a prevaléncia
mundial de onicomicoses a partir de estudos baseados na populagdo em geral e em pacientes
hospitalares entre os anos de 1969 a 2013. O estudo indicou que os dermatofitos foram os
agentes mais frequentes, sendo o Trichophyton rubrum o agente etiol6gico mais prevalente
(45,0% dos casos), seguido pelas leveduras e pelos fungos ndo dermatofiticos. A pesquisa
verificou ainda que as leveduras foram mais frequentes em paises tropicais. Os dados referentes

a este estudo encontram-se expostos no Quadro 1.1.

Outro estudo que reforca essa estatistica e que também compde o Quadro 1.1 é o de Gupta,
Versteeg e Shear (2017), onde, através de uma pesquisa bibliografica no PubMed, selecionaram
8 estudos epidemioldgicos publicados em 2016, a partir dos quais foi possivel estimar a
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prevaléncia dos agentes etioldgicos de onicomicose mais reportados ao redor do mundo. Os
paises envolvidos nesses estudos foram Brasil, Canada, Estados Unidos, Grécia, India,
Inglaterra e Sérvia. T. rubrum foi 0 agente mais encontrado na maioria dos paises, enquanto a
Candida albicans foi reportada apenas na Sérvia, Brasil, Canada, Grécia e India. Outras

espécies de dermatofitos também se mostraram prevalentes.

Quadro 1.1. Incidéncia dos agentes etioldgicos mais reportados como causadores de
onicomicoses no mundo.

Agentes etiologicos

Pais N Autor
mais reportados
. Trichophyton rubrum . .

Mundial (45,0%) Sigurgeirsson e Baran, 2014

Trlchongy;tg%ubrum. Chiacchio et al., 2013
Brasil Trichophyton spp. Silva-Rocha, de Azevedo e Chaves,

9%
(42,9%) 2016
, Dermatofitos
Canada (71,9%) Gupta, A. K. et al., 2016
. Trichophyton rubrum .
Estados Unidos (91,3%) Totri et al., 2017
. Dermatofitos . .

Grécia (56,3%) Maraki e Mavromanolaki, 2016
. Dermatofitos
India (49,6%) Gupta, C. etal., 2016

Trichophyton rubrum
Inglaterra (91,5%) Wilodek et al., 2016

L Candida albicans .
Sérvia (36,59%) Otagevi¢ et al., 2016
. Trichophyton rubrum S

Sérvia (85.98%) Dubljanin et al., 2016

Fontes: Gupta et al., 2017, com adaptac¢des; Sigurgeirsson e Baran, 2014.

Em relacdo ao Brasil, alguns estudos revelam dados sobre a prevaléncia das onicomicoses
e de seus agentes causadores pela extensdo do territdrio brasileiro. Chiacchio e colaboradores
(2013) realizaram o primeiro estudo epidemiol6gico sobre onicomicose de ampla cobertura no
pais, envolvendo individuos com suspeita da doenca e que foram atendidos por 38 especialistas
diferentes, em consultérios dermatologicos de varias regies do pais, no periodo de maio a julho
de 2010. Nesse estudo, evidenciou-se que o fungo T. rubrum foi o agente etiolégico mais

incidente, identificado em 57,8% das culturas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maraki%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27432461
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mavromanolaki%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27432461
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Dentre as cinco regides brasileiras, o Sul e o Sudeste foram as que apresentaram maior

namero de publica¢des sobre dados epidemioldgicos de onicomicose.

No Sul do pais, o T. rubrum tem sido o agente etiolégico mais isolado, com uma
frequéncia que vai de 28,5% a 89,4% dos casos de onicomicose. Somente em Maringd, estado
do Parand, foi reportada maior incidéncia da doenca por leveduras (SANTOS et al., 1997,
LOPES et al., 1999; MARTELOZO, GUILHERMETTI; SVIDZINSKI, 2005; AQUINO;
CONSTANTE; BAKOS, 2007; AZAMBUJA et al., 2014; HEIDRICH et al., 2015).

No Sudeste, 0 agente mais frequente também foi o T. rubrum, com prevaléncia na faixa
de 29,91% a 67% dos casos reportados da doenca. O segundo agente mais frequente foi a C.
albicans, sendo mais detectada na capital paulista (18,3%) e em S&o Bernado do Campo
(42,4%) (ARAUJO et al., 2003; CHINELLI et al., 2003; GODOY-MARTINEZ et al., 2009;
PELEGRINI et al., 2009; RIBEIRO et al., 2015).

No Centro-oeste, foram encontrados dois estudos epidemiolégicos que indicaram uma
alta frequéncia de onicomicoses por C. albicans (71,4%) em pacientes residentes na cidade de
Goiania e, em contrapartida, uma maior incidéncia do dermatéfito T.rubrum (41,2%) em
Cuiaba, Mato Grosso (SOUZA et al., 2009; LEITE JR et al., 2014).

No Norte, a levedura C. albicans teve um maior impacto estatistico em Manaus e em
Teresina, apresentando prevaléncia em 66,67% e 28,6% dos casos referidos da doenca,
respectivamente. Além disso, T. rubrum foi o segundo agente etioldgico mais detectado em
Manaus, atingindo 20% das unhas infectadas (OLIVEIRA et al., 2006; MOBIN et al., 2018;
TIAGO; CORTEZ; OLIVEIRA, 2018).

O Nordeste, por sua vez, teve a sua populagdo mais frequentemente afetada nos casos de
onicomicoses pelo dermatéfito T. rubrum (50,0%), mas a levedura C. albicans também se
mostrou presente em muitos individuos (30,51%) (BRILHANTE et al., 2005; MATOS;
MARIANO, 2009).

A Tabela 1.1 elenca as espécies fungicas mais relatadas na literatura como agentes

etioldgicos de onicomicose em cidades das regides brasileiras.
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Tabela 1.1. Incidéncia dos agentes etioldgicos mais reportados como causadores de onicomicoses
em cidades distribuidas pelas cinco regifes do Brasil.

Local/Regido Ager)tes etiologicos Autor
mais reportados
Floriandpolis/Sul TmhoF’Fﬂ% rubrum Santos et al., 1997
Santa Maria/Sul TnchoE)ggtgon/o)rubrum Lopes et al., 1999
Marinaa/Sul Leveduras Martelozo, Guilhermetti e
g (52,10%) Svidzinski, 2005
Rio Grande/Sul Trlcho?ggtz&))rubrum Azambuja et al., 2014
Trichophyton rubrum | Aquino, Constante e Bakos,
0,
Porto Alegre/Sul Tricho(i&tSof)rubrum o
Pny Heidrich et al., 2015
(60,25%)
. . Trichophyton rubrum .
Rio de Janeiro/Sudeste (2-9,91%-) Aradjo et al., 2003
Sdo Bernado do Campo/Sudeste Cand(lfza Aif)l cans Pelegrini et al., 2009
Trichophyton rubrum -
(67%) Chinelli etal., 2003
S50 Paulo/Sudeste Trlchop()g%/tg&)rubrum Godoy—l\/;%régez et al.,
Trichophyton rubrum I
(55.7%) Ribeiro et al., 2015
Goiania/Centro-Oeste Cand('g; E]LE))' cans Souza et al., 2009
Cuiaba/Centro-Oeste Trlcho?ﬁ/tgon/o)rubrum Leite Jr et al., 2014
Candida albicans Oliveira et al., 2006
(66,67%)
Manaus/Norte - - —
Trichophyton rubrum Tiago, Cortez e Oliveira,
(20%) 2018
Teresina/Norte Cand(lzdg g)l/?)' cans Mobin et al., 2018
Candida albicans .
Fortaleza/Nordeste | (30,51%) Brilhante et al., 2005
Itabuna/Nordeste Trlchop(hsy(;[g/(r:) rubrum Matos e Mariano, 2009

Portanto, ha trés grupos de fungos bem estabelecidos como principais agentes etiol6gicos

da onicomicose: os dermatofitos, as leveduras e os fungos filamentosos nédo-dermatofitos
(ZANARDI et al., 2008). Embora a literatura demonstre que a incidéncia de novos casos por
fungos oportunistas emergentes, tanto leveduras quanto fungos filamentosos néo-

dermatofiticos, tenha aumentado estatisticamente nos ultimo anos, o T. rubrum e a C. albicans
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permanecem sendo os principais fungos responsaveis por esta patologia, tanto mundialmente,
como nacionalmente e, por conta disto, estes dois agentes foram escolhidos como objetos de
estudo do presente trabalho.

1.1.1.1 Trichophyton rubrum

O termo dermatdfitos é utilizado para designar um grupo de fungos taxonomicamente
relacionados que infectam o tecido queratinoso e sdo capazes de ocasionar as dermatofitoses
(tineas), infeccOes originadas pela invasdo dos dermatofitos nas unhas, cabelos e extrato corneo
da pele. Este grupo de fungos compreende diversas espécies que se encontram agrupadas em
trés géneros principais: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (GHANNOUM;
ISHAM, 2009; LEVINSON, 2010).

O T. rubrum é um fungo dermatofito antropofilico e cosmopolita, que pertencen ao género
Trichophyton, e é 0 mais comum e amplamente distribuido agente causador de dermatofitoses
humanas, mais especificamente tinea unguium (unhas), tinea cruris (virilhas), tinea corporis
(pele glabra do corpo) e tinea pedis (pés) e muito raramente a tinea capitis (couro cabeludo).
Em torno de 90% dos casos de dermatofitoses sdo causados por este fungo, além de ser isolado
em cerca de 70% das onicomicoses. Sua transmissdo € exclusivamente inter-humana ou por
fémites contaminados (SIMPANYA, 2000; SIDRIM; ROCHA, 2004; SEEBACHER,;
BOUCHARA; MIGNON, 2008; AMEEN, 2010; DRAKENSJO; CHRYSSANTHOU, 2011).

A literatura indica que o T. rubrum é responsavel pela maioria dos casos de dermatofitose
cronica e recorrente (PEREIRA; MENDES; LIMA, 2013). Sidrim e Rocha (2004) atribuiram
esse fato a sua adaptacdo ao hospedeiro humano, uma vez que este fungo consegue burlar as
defesas inatas do organismo do hospedeiro e permanecer como infeccdo residual, com

exarcebac0es clinicas e eventuais.

T. rubrum esta envolvido na maioria dos casos de tinea unguium, que é uma forma de
onicomicose ou infeccdo fangica das unhas e, particularmente, as unhas dos pés sao as mais
dificeis de tratar (WAGNER; SOHNLE, 1995). O comprometimento da unha infectada por T.
rubrum da-se, na maioria das vezes, na forma subungueal distal e lateral (OSDL), um tipo de
invasdo da porcéo inferior da placa ungueal, onde ocorre um espessamento da unha, com hiperceratose
(excesso de producdo de queratina), e formacao de material que torna a placa amarelo-esbranquicada e

friavel, podendo evoluir para uma distrofia parcial ou total da unha, estagio mais grave da onicomicose
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A DLSO também pode estar associada a pigmentacdo negra da unha (melanoniquia fangica),
quando o patodgeno envolvido é uma variante melandide do T. rubrum ou de outros fungos que
produzem melanina (BALLESTE; MOUSQUES, GEZUELE, 2003; LIMA; REGO;
MONTENEGRO, 2007; PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2015).

1.1.1.2 Candida albicans

Leveduras s@o componentes da microbiota normal de mucosas, pele e anexos de seres
humanos e animais, que até pouco tempo eram vistas apenas como contaminantes, sem
importancia clinica, mas que, atualmente, sdo responsaveis por um nimero expressivo de casos
de infeccdes flngicas, com destaque para as onicomicoses (SIDRIM; ROCHA, 2004; SOUZA
et al., 2007).

Vaérias espécies de Candida, principalmente a C. albicans, sdo comensais humanos
onipresentes, que se tornam patogénicos em situacGes onde a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo é reduzida, local ou sistemicamente. Nessas circunstancias, este fungo pode causar
doenca em praticamente todas as localizagdes do corpo humano, resultando em infeccéo
superficial, localmente invasiva ou disseminada (DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2009),
com as seguintes manifestacdes clinicas: paroniquia cronica com distrofia ungueal secundaria,
infeccdo ungueal distal, candidiase mucocutanea crénica (CMC) e candidiase secundaria
(ROBERTS; TAYLOR; BOYLE, 2003).

A invasdao da placa ungueal pela C. albicans corresponde a cerca de 70% das
onicomicoses provocadas por leveduras, resultando basicamente na inflamac&o da pele ao redor
das unhas, com descoloracdo amarelo-esbranquicada e com uma estrutura ondulada das placas
ungueais afetadas (JAYATILAKE; TILAKARATNE; PANAGODA, 2009), e sucessivas
recidivas podem evoluir para CMC, uma infeccdo severa da unha, com acentuado
engrossamento, distorcdo e fragmentacdo da placa ungueal, com inchaco cronico da falange
distal e, por isso, de dificil tratamento (BARBEDO; SGARBI, 2010).

1.1.1.3 Tratamento

A onicomicose € a micose superficial mais dificil de tratar por ser uma infeccao cronica,

de erradicacao laboriosa e com grande propenséo a recidivas. Nessa doenca, as unhas afetadas
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possuem uma aparéncia desagradavel, apresentando-se descoloridas, espessas e distroficas,
impactando negativamente na vida social do paciente. Por conta disso, para um tratamento bem-
sucedido, ha fatores imprescindiveis a serem estudados, como: o aspecto clinico sugestivo de
tal lesdo; o diagnostico micologico, baseado no exame direto, no cultivo e na identificacdo do
agente causador; e a adesdo do paciente ao tratamento (ARAUJO et al., 2003; SHIVAKUMAR
etal., 2010; MARTINEZ-HERRERA et al., 2015).

Antigamente, o tratamento para esta patologia era realizado através da extracdo cirurgica
da unha doente, um método extremamente doloroso e traumatico. Atualmente, sdo empregados
trés tipos de procedimentos: a administracdo de antiflngicos de uso topico, orais (Sistémicos)
ou a associacdo de ambos (SHIVAKUMAR et al., 2010).

A selecdo do antifingico é determinada conforme a extensdo e gravidade da infeccéo,
pela espécie fangica identificada como agente etiol6gico, bem como pela eficacia, efeitos
colaterais e interacdes medicamentosas do medicamento, além da presenca de doengas,
condi¢bes comorbidas do paciente e sucesso ou fracasso de tratamentos anteriores (MEIS;
VERWELJ, 2001; ROSEN; STEIN GOLD, 2016; CHRISTENSON et al., 2018).

A terapia sistémica esta indicada nos casos em que ha o acometimento da matriz ungueal,
além daqueles em que mdltiplas unhas séo acometidas, e/ou quando ha acometimento superior
a 50% da placa ungueal. Apesar de ser mais cara e apresentar riscos de interacdes
medicamentosas e efeitos colaterais, essa ainda é considerada a op¢ao mais efetiva (LECHA et
al., 2005; STEINER; GASQUES; GATTI, 2014).

Nas infeccBes causadas por dermatofitos, a resposta ao tratamento topico geralmente é
fraca, exigindo o uso prolongado de um agente antifungico por via oral, sendo que o0s principais
farmacos utilizados sdo: griseofulvina, itraconazol, fluconazol ou terbinafina (Figura 1.1). J&
no caso das infec¢Bes causadas por Candida spp., fluconazol, itraconazol e terbinafina sdo os
farmacos mais empregados (WAGNER; SOHNLE, 1995; LECHA et al., 2005; PARISER;
JELLINEK; RICH, 2015; HAY, 2018).

O tratamento tépico da onicomicose, por sua vez, é indicado nos casos em que a matriz
ungueal ndo esta comprometida, quando existir contra-indicacdo no tratamento sistémico e na
profilaxia pos-tratamento. A formulacdo ideal precisa penetrar efetivamente no tecido ungueal

e atingir altas concentragdes na lamina da unha. A vantagem desta via de administracdo esta na
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baixa ocorréncia de efeito sisttmico, de interacdo medicamentosa e reagdes adversas (RUIZ;
CHIACCIO, 2004; LECHA, 2005).
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Figura 1.1. Estruturas quimicas dos principais antiflngicos usados em tratamentos sistémicos de onicomicoses.
Fonte: PubChem, 2018.

No tratamento topico, os antifingicos que se destacam por ter um amplo espectro de acao
contra dermatéfitos e Candida spp., sdo os esmaltes de ciclopirox e amorolfina (Figura 1.2). Os
derivados azolicos na forma de cremes ou solugdes também sdo bastante empregados, como,
por exemplo, tioconazol, além de efinaconazol e tavaborol, dois novos fArmacos que vem sendo
utilizados no tratamento das infec¢@es por T. rubrum. Os antissépticos, como tintura de iodo,
violeta de genciana, acidos salicilico e benzoico, derivados sulfamidicos, corantes e quinonas,
também tém sido amplamente utilizados na terapia antimicética (RUIZ; CHIACCIO, 2004;
LIMA et al., 2006; JELLINEK; RICH; PARISER, 2015).
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O uso exclusivo da medicacdo topica ndo tem sido eficaz na maioria dos casos,
conseguindo apenas curar aqueles em que até um terco da unha encontra-se acometida. Assim
sendo, a terapia combinada é considerada a intervencédo de escolha para as onicomicoses, pois
consiste na associacdo de medicamentos topicos e orais, 0 que pode melhorar as taxas de cura
ainda mais ou, eventualmente, encurtar a duracdo da terapia com o0 agente sistémico
(ROBERTS, 2003; SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 1.2. Estruturas quimicas dos principais antifingicos usados em tratamentos topicos de onicomicoses.
Fonte: PubChem, 2018.

Apesar da busca incessante por novos farmacos que sejam mais eficientes no tratamento
das onicomicoses, a baixa taxa de cura e a alta taxa de reinfec¢fes € uma problematica a ser
vencida, tendo em vista que a terapéutica medicamentosa fica comprometida por diversos
fatores, como: carga elevada de fungos sobre a unha, agentes etiolégicos multirresistentes,
imunodeficiéncia, predisposi¢cdo de pacientes com diabetes mellitus ou doenga vascular
periférica, bem como problemas de natureza farmacol6gica associados & capacidade de
penetracdo e a porcentagem de retencdo do antifingico na unha, além da propria dureza e
impermeabilidade das unhas que dificultam a penetracdo dos farmacos na queratina ungueal
(CARRILLO-MUNOZ et al., 2010; SURENDER; RENU; ASHIMA, 2016).
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Ademais, o crescimento da unha é lento (uma média de 3 mm por més) e, ainda que o
tratamento elimine o organismo infectante, o aspecto das unhas afetadas ndo melhora até que a
placa ungueal cresca; logo, a terapia das onicomicoses costuma durar em torno de seis meses
para as unhas das méos e pode chegar a até dezoito meses para as unhas dos pés. Com isso, a
longa duragdo para a constatagcdo dos efeitos positivos do tratamento e o seu alto custo séo
condi¢les que, muitas vezes, corroboram para a ndo adesdo ou desisténcia dos pacientes
(MISHRA et al., 2005; QUELLER; BHATIA, 2015).

Por estes motivos, 0s pacientes muitas vezes acabam optando por alternativas terapéuticas
empiricas que sejam menos dispendiosas e mais acessiveis, recorrendo ao conhecimento
popular de preparacdes caseiras. Remedios que utilizam desde plantas, como folhas de horteld,
6leos essenciais de tomilho, de lavanda e da arvore do cha, até elementos comumente
empregados na culinaria, como vinagre de macé, azeite de oliva, 6leo de orégano, limé&o, alho,
e até mesmo medicamentos como clorexidina, Vick vaporub®, Lakezia® e mistura de
bicarbonato de s6dio com &gua oxigenada em seus preparos. Estes tratamentos sdo utilizados

de maneira tépica, como pastas, esmaltes e banhos de pés ou maos.

Diante deste cenario, 0 estudo de produtos naturais bioativos constitui ndo somente uma
necessidade de bioprospec¢do, mas primordialmente contribui para o conhecimento de novos
compostos quimicos bioativos, que podem ser usados como prot6tipos para a descoberta de
novos farmacos antifangicos (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

1.1.2 Oleos essenciais

Entende-se por produtos aromaticos aqueles que tém como caracteristica primordial odor
ou sabor inerente, sem levar em consideracdo sua qualidade comercial ou estética. As plantas
aromaticas sao definidas como aquelas que podem gerar, por algum processo fisico-quimico,
um produto aromatico (BANDONI, 2008). Estas plantas sdo capazes de sintetizar, durante seu
metabolismo secundario, compostos naturais, volateis, complexos e de forte odor, os chamados
6leos essenciais (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

Os 6leos essenciais sdo armazenados nos 6rgdos das plantas aromaticas, em estruturas
secretores especializadas e estdo associados as fungdes primordiais de atracdo de insetos
polinizadores e defesa contra pragas ou predadores, que permitem a planta controlar e regular

seu ambiente, garantindo a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema. As estruturas
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secretoras podem ser externas (tricomas glandulares) ou internas (células parenquimaticas
diferenciadas, bolsas esquizdgenas ou lisigenas e canais oleiferos) e costumam estar presentes
nas flores, folhas, rizomas, cortez, brotos, bulbos, sementes, madeiras, cascas, raizes e frutos
das plantas, sendo que o farmacogeno utilizado pode interferir na concentracdo e composicao
do 6leo (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; BIASI; DESCHAMPS, 2009; DHIFI et al.,
2016).

Quanto a composicdo quimica dos 6leos essenciais, esses sao constituidos por misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, odoriferas e liquidas que geralmente sao obtidas
por hidrodestilacdo e arraste a vapor, mas também por extracdo de solventes. Além disso, sua
estrutura quimica é basicamente formada por carbono, hidrogénio e oxigénio, a qual da origem
a uma variada mistura de substancias, podendo haver inUmeras centenas delas, com
predominancia de uma a trés substancias principais (compostos majoritarios) que caracterizam
a espécie vegetal que as produzem (SIMOES et al., 2003; WOLFFENBUTTEL, 2007; BIASI;
DESCHAMPS, 2009).

Em sua maioria, esses constituintes majoritarios sdo os derivados de terpendides, cuja
origem biossintética deriva de unidades do isopropeno (CsHs) e cujos esqueletos carbonados
sdo formados pela condensacdo de varias unidades pentacarbonadas (unidades isoprénicas),
ligadas entre si pela ordem “cabega-a-cauda”, como demonstrado na Figura 1.3. Os compostos
terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos (em torno de 90% dos
0leos), cuja estrutura é formada por duas unidades condensadas de isopreno, e 0S

sesquiterpenos, que possui trés unidades (SIMOES et al., 2003).
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Figura 1.3. llustracdo das estruturas quimicas dos compostos isopreno, mono- e sesquiterpendides, e da
conformacéo cabeca-a-cauda. Fonte: Simdes et al., 2003.
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Os terpendides podem apresentar funcdes quimicas diversas, como acidos, alcoois,
aldeidos, cetonas, ésteres, fendis ou epoxidos terpénicos, dentre outras, as quais propiciam
caracteristicas aromaticas e diversas acdes biolégicas aos 6leos essenciais (BURT, 2004;
FELIPE; BICAS, 2017; MOGHADDAM; MEHDIZADEH, 2017).

A volatilidade do 6leo essencial é, sem duvida, sua caracteristica primordial, que inclusive
permite diferenciad-lo dos 0Oleos fixos, cuja composicdo consiste numa mistura de substancias
lipidicas. Geralmente detém um aroma agradavel e intenso, mas ha aqueles cujo aroma é
desagradavel e até mesmo inodoro. Além disso, enquanto os 6leos essenciais sdo pouco ou hada
misciveis em agua, demonstram grande capacidade de solubilidade em éter, alcool e na maioria
dos solventes organicos (inclusive os apolares). Contudo, costumam ser 6leos pouco estaveis,
uma vez que sua estabilidade é comprometida por fatores como a presenga de ar, luz,
temperatura, umidade e metais (COSTA, 1986; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
SIMOES et al., 2003).

Os 0leos essenciais sdo amplamente utilizados nas inddstrias de perfumaria, cosmética,
alimentos e como coadjuvantes em medicamentos, sendo empregados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em formulagdes farmacéuticas, comercializados
na sua forma bruta ou beneficiada (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

A seguir, serdo apresentadas as oito espécies de plantas que foram estudadas nesse

trabalho.

1.1.2.1 Género Aniba Aubl.

A familia Lauraceae possui distribuicdo pantropical e tem grande representatividade na
América, Asia Tropical, Australia e Madagascar, mas é pouco incidente no sul da Africa. Possui
cerca de 3.000 espécies que abrangem 52 géneros. Nas Américas, ocorrem em torno de 30
géneros e 1.000 espécies de Lauraceae com ampla diversidade na América do Sul e Central. O
Brasil alberga 24 géneros e cerca de 400 espécies de Lauraceae, sendo esta uma das familias de
maior relevancia na composicdo floristica de grande parte dos ecossistemas florestais na
Amazonia e Mata Atlantica (ALVES et al., 2018; QUINET, 2008; SOUZA; LORENZI, 2012).

Dentro desta familia, ha inimeras espécies ricas em substancias aromaticas e a maioria

tem importancia econdmica (madeira, Oleos essenciais e frutos comestiveis) e/ou
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fitossocioldgica, devido a sua grande representatividade e ampla distribuicdo (OLIVEIRA;
CALLADO; MARQUETE, 2001). Além disso, encontram-se espécies do género Aniba, as
quais ja demonstraram ser de grande importancia para aplicacdo medicinal, uma vez que se tem
constatado diversas atividades relacionadas a partes de suas plantas e seus 6leos essenciais,
com, por exemplo, atividades antibacteriana, antifingica (MOREIRA et al., 2007; RAGGI,
2008), antioxidante (DA SILVA et al., 2007) e antiparasitaria (SILVA et al., 2009).

Neste trabalho, foram estudadas 3 espécies do género Aniba: A. parviflora, A. rosaeodora

e A. canelilla.

1.1.2.1.1 Aniba parviflora (Meisn) Mez.

A. parviflora (Meisn.) Mez, também conhecida como macacaporanga, louro-rosa e louro-
precioso, € uma arvore de porte pequeno nativa da Amazénia (Figura 1.4) que se distribui nas
matas de terra firme dos estados do Acre, Amazonas, Amapa e Para. A planta pertence a familia
Lauraceae e tem como sinonimias Aniba fragrans Ducke e Aydendron parviflora Meisn.
(CORREA, 1984a; FELSEMBURGH; PELEJA; DO CARMO, 2016; FRANCISCO;
MIRANDA, 2018).

linalol

Figura 1.4. Arvore da planta A. parviflora e a estrutura quimica do linalol.
Fontes: Batista, 2014; PubChem, 2018.

A espécie é aromatica, destacando-se pela producéo de 6leo essencial, cujo componente
principal € o linalol (Figura 1.4), produto quimico que pode ser transformado em varios
derivados de valor agregado para a industria de fragrancias. Em decorréncia disto, tem sido

vista como uma substituta em potencial ao pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke), que é uma
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espécie em perigo de extincdo (MAIA; ANDRADE, 2009; FELSEMBURGH; PELEJA,
CARMO, 2016).

A. parviflora costuma ser confundida com o pau-rosa devido a semelhanca das folhas e
flores, mas apresenta aroma diferenciado, tanto no tronco como nas folhas; a sua madeira possui
aroma de rosa e cor amarelada, sendo muito aplicada em marcenaria e carpintaria. A casca desta
planta € comercializada no mercado Ver-O-Peso, em Belém-PA, e sua infusdo é usada nos
tradicionais banhos-de-cheiro, comuns na época dos festejos de Sao Jodo (CORREA; 1984b;
MATTOSO, 2005). Os extratos das folhas e da casca sdo usados como cha, tintura e
cataplasmas para tratar envenenamento por picadas de cobra em comunidades da Amazonia
brasileira (DE MOURA et al., 2018).

O composto majoritario linalol (cerca de 30-50%) (MAIA; ANDRADE, 2009), presente
nos 0Oleos essenciais de A. parviflora tem se mostrado o agente responsavel por suas atividades
anti-inflamatoria e analgésica (PEANA et al., 2002, 2003), antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral (SARRAZIN et al., 2016; DA SILVA et al., 2016) e demonstrou atividade contra
0 veneno da cobra Bothrops atrox (DE MOURA et al., 2018). A literatura também evidencia
que o linalol é um eficiente larvicida (PEREIRA et al., 2014; YANG et al., 2014).

1.1.2.1.2 Aniba rosaeodora Ducke

A. rosaeodora é uma arvore de grande porte (Figura 1.5), mais conhecida
popularmente como pau-rosa, mas também como pau-rosa mulatinho, pau-rosa-itatba, pau-
rosa-imbauba, pau-de-fuso e jacaranda-rosa e, internacionalmente, como rosewood, tulipwood,
pinkwood e bois-de-rose e bois de rose femelle (Franca). Ocorre nos paises que compdem a
regido amazonica e no sul da América Central, em florestas de terra firme e varzea, sendo
frequentemente encontrada no sul do estado do Amazonas e estendendo-se pelos estados do
Amapa e Pard. As sinonimias consideradas para a espécie sdo: Aniba rosaeodora var.
amazonica Ducke e Aniba duckei Kosterm (CORREA, 1984b; BORRAS, 2003; OHASHI;
ROSA, 2004; CARRERO et al., 2014).
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Figura 1.5. Arvore da planta A. rosaeodora e estrutura quimica do linalol.
Fontes: Lorenzi, 2013; PubChem, 2018.

Destaca-se na produgdo de Gleo essencial de aroma agradavel, rico em linalol,
substancia de grande valor econdmico para a regido amazonica, pois é muito utilizada como
fixador de perfumes e na industria de cosméticos. O teor de linalol varia entre 38,48% a 89,4%.
O 06leo é obtido a partir da destilacdo de qualquer parte da planta, porém a madeira tem sido sua
fonte principal, além de também ser utilizada como matéria-prima de moveis (BORRAS, 2003;
OHASHI; ROSA, 2004; SOUZA; LORENZI; 2012; ZOGHBI et al., 2015; TELES;
MOUCHREK FILHO; SOUZA, 2017).

Possui ainda ampla aplicagdo na medicina popular para cuidados com a pele e para
amenizar: dor de dentes (ap6s a extracdo), acnes, resfriados, tosse, dermatites, febres,
reumatismo, artrite, dores nas aerticulac@es, dor de cabeca, infec¢bes diversas e ferimentos,
tensdo nervosa e nausea (BORRAS, 2003; LORENZI; MATOS, 2008).

A presenca do linalol confere inUmeras atividades bioldgicas ao 6leo essencial da A.
rosaeodora, como atividade antifingica (PAWAR; THAKER, 2006), a¢do antitumoral
(SOEUR et al., 2011) e acaricida (KIM; KIM; AHN, 2003; KIM et al., 2004), inibi¢cdo sobre
adenilato ciclase na retina (SAMPAIOQ et al., 2012), atividade antibacteriana (SARRAZIN et
al., 2016), acdo larvicida (TELES; MOUCHREK FILHO; SOUZA, 2017) e seu extrato
etandlico demonstrou atividade antioxidante (YAMAGUCHI; ALCANTARA; VEIGA JR,
2012).
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1.1.2.1.3 Aniba canelilla (Kunth) Mez.

A. canelilla é uma arvore de grande porte nativa da regido Amazonica na floresta de terra
firme, distribuindo-se amplamente nos estados do Amazonas e Para, sendo abundante no Rio
Negro. E popularmente conhecida como preciosa, canela, canela-cheirosa, casca-preciosa,
casca-do-maranhdo, folha-preciosa, pau-cheiroso, amapaima, perefora, periroé e canela muena
(Peru). Suas sinonimias botanicas séo: Aniba elliptica A.C. Sm. e Cryptocarya canelilla Kunth
(CORREA, 1984c; COSTA, 1990; LORENZI; MATOS, 2008) (Figura 1.6).

O oleo essencial de A. canelilla tem como composto majoritério o 1-nitro-2-feniletano
(Figura 1.5), sendo que cada parte da planta contém um percentual desse composto (folhas:
71,2%; hastes finas do caule: 68,2%) (LIMA et al., 2004), além do eugenol, metileugenol e
safrol. O odor de canela deste constintuinte distingue a espécie A. canelilla das demais, em toda
a familia Lauraceae (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960). A etnofarmacologia desta espécie
tem demonstrando que a planta é muito empregada na forma de cha (infuséo da casca e folhas),
tintura e po, e seus usos medicinais sdo os mais diversos, sendo muito reputada como
estimulante digestivo, eupéptico, antiespasmaédico e peitoral, carminativo, sendo também
empregado para artrites, edemas nos pés, gota, hidropsia, expectoracdo cronica, sifilis,
leucorréia, aerofagia, males do coracdo, esgotamento nervoso (calmante) e perda de memoria
(CORREA, 1984c; COSTA, 1990; DE LIMA et al., 2009; BIZZO; HOVELL; REZENDE,
2009).

Estudos demonstram que o 1-nitro-2-feniletano é responsavel por inumeras atividades
bioldgicas, tanto do 6leo quanto de outros tipos de extratos da casca-preciosa, sendo elas: acdo
analgésica (DE LIMA et al., 2009), inibicdo da acetilcolinesterase (SILVA et al., 2014), acdo
antioxidante, potencial fotoprotor (MARTINS et al., 2016), fungistatica (OGER et al., 1994),
vasorrelaxante (ARRUDA-BARBOSA et al., 2014), leishmanicida (SILVA et al., 2009) e
tripanocida (GIONGO et al., 2017).

i

R 1-nitro-2-feniletano 0-

Figura 1.6. Folhas e flores da planta A. canelilla e estrutura quimica do 1-nitro-2-
feniletano. Fontes: Useful Tropical Plants Database, 2018; PubChem, 2018.
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1.1.2.2 Ocotea cymbarum H. B. Kunth

A espeécie O. cymbarum (Figura 1.7) é uma arvore mediana, pertence a familia Lauraceae,
conhecida popularmente pelos nomes de louro-inhamui, louro-mamori, pau-de-gasolina, safras,
6leo-de-nhamui, inamuhy e sassafraz e suas sinonimias botanicas sdo: Ocotea barcellencis
(Meisn.) Mez, Nectandra barcellensis, Nectandra elaiophora, Acrodiclidium elaiophorum e
Nectandra cymbarum. A planta esta amplamente distribuida pelo Brasil, Colémbia, Guiana
Francesa, Guiana, Suriname e Venezuela, sendo que no Brasil, possui uma faixa restrita dentro
da floresta inundada ao longo do rio Negro (BERG, 1982, BRASIL, 1992; CNCFLORA, 2012;
WCMC, 1998).

As partes utilizadas para extracdo de Gleo essencial dessa espécie sdo as cascas ou
madeiras das arvores, de onde se obtém o safrol (cerca de 91,9%) (SHUKIS; WACHS, 1948),
um de seus componentes principais e economicamente visado. Ele j& foi muito empregado na
indUstria de alimentos, como aromatizante, mas caiu em desuso devido a sua toxicidade. Porém,
pode ser utilizado em produtos como inseticidas e desinfetantes. A existéncia de outros
compostos, como a burchelina, o alfa-selineno, o alfa-felandreno, o alfa- e o beta-pineno e o
terpine-4-ol (NARCISO et al., 2014), garantem ao 6leo um aroma caracteristico, que pode ser

atil na confeccao de esséncias e fragrancias (PASTORE JR et al., 2005).

i safrol

Y,

burchelina Y

Figura 1.7. Arvore da planta O. cymbarum e estruturas quimicas do safrol e da burchelina.
Fontes: Marinho e Wittman, 2018; PubChem, 2018.

A planta O. cymbarum, por sua vez, costuma ter a resina oleosa de seu tronco empregada
no uso popular como tratamento de afeccgOes cutdneas, dermatoses e parasitoses,
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principalmente do couro cabeludo (BERG, 1982). A neolignana burchelina foi isolada por

Narciso e colaboradores (2014), que verificaram sua acao larvicida contra o Aedes aegypti.

1.1.2.3 Melissa officinalis L.

M. officinalis (Figura 1.8) é uma herbécea perene e arbustiva que pertence a familia
Lamiaceae, sendo originaria do Oriente Médio e Mediterraneo, sul da Europa e Asia, mas
amplamente cultivada em paises de clima subtropical e temperado. No Brasil, tem ampla
distribuicdo por quase todo o pais e possui varios nomes populares, como: cidreira, erva-cidreira
verdadeira, melissa, melissa-romana, cidrilha, melitéia, limonete, salva-liméo, citronela-menor,
erva-luisa, salva-do-brasil e cha-da-franca; internacionalmente é conhecida como lemon balm.
Suas sinonimias botanicas sdo: Faucibarba officinalis (L.) Dulac, Mutelia officinalis (L.) Gren.
ex Mutel, Thymus melissa E.H.L. Krause e Melissa bicornis Klokov (MARTINS, 1989;
COSTA, 1990; CASTRO, CHEMALLE, 1995; RIBEIRO; DINIZ, 2008; LORENZI; MATOS,
2008; TROPICOS, 2016).

o
H
citral
0
W
citronelal

Figura 1.8. Folhas da planta M. officinalis e estruturas quimicas do citral e do citronelal.
Fontes: Shakeri, Amirhossein e Javadi, 2016; PubChem, 2018.

O ché de suas folhas e inflorescéncias e seu 6leo esséncial sdo popularmente usados como
digestivo (alivio de azias e ma digestdo), antiespasmadico, sedativo e calmante para tratar casos
de ansiedade, estresse e insonia, bem como transtornos de origem nervosa (cefaleias, vertigens,
enxaquecas); o cha também ¢é utilizado para tratar gripes e resfriados, e, externamente, em
manifestacdes virais como o herpes labial (SEKEROGLU et al., 2006; HARAGUCHI;
CARVALHO, 2010; LORENZI; MATOS, 2008).
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O oleo de M. officinalis é obtido de suas folhas, flores e raizes, sendo muito utilizado na
indUstria farmacéutica, cosmética e alimenticia, e também na medicina popular como
hipotensor e repelente para insetos. Pode apresentar toxicidade em pequenas doses, causando
entorpecimento e bradicardia, ou causar parada cardiaca e respiratoria em casos mais graves
(CORREA; SIQUEIRA-BATISTA, QUINTAS, 1998; RIBEIRO; DINIZ, 2008).

Os constituintes predominantes de seu 6leo essencial sdo o citral (mistura de neral e
geranial: 10-37%) e o citronelal (2-40%), mas também sdo encontradas outras sustancias como
o citronelol, o limoneno, o linalol e o geraniol (KREIS; MOSANDL, 1994; HARAGUCHI;
CARVALHO, 2010; TAHERPOU et al., 2012). Os teores de dleo essencial de melissa, obtidos
por hidrodestilacdo, normalmente sdo significativamente baixos (0,02 a 0,40%), fato que Ihe
agrega um alto valor de mercado quando comparado aos pre¢os do 0leo essencial de rosas e de

outras aromaticas, tornando-lhe uma classe preciosa de 6leo essencial (LUZ et al., 2014).

O extrato de M. officinalis possui atividades antioxidante (DASTMALCHI et al., 2008)
e inibitdria na replicacdo do virus Herpes simplex tipo 2 (MAZZANTI et al., 2008), além de
aliviar palpitagdes a condicdes de tensdo, inquietacdo e irritabilidade (ALIJANIHA et al.,
2015). O dleo essencial da planta também possui atividade antioxidante, além de antitumoral
(DE SOUSA et al., 2004), antimicrobiana (ABDELLATIF et al., 2014) e antifungica (EL
OUADI et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018).

1.1.2.4 Cinnamomum camphora (L.) J. Pres

A espécie C. camphora é uma arvore de grande porte (Figura 1.9) que pertence a familia
Lauraceae e é oriunda da Asia, particularmente das florestas montanhosas da China, da llha
Formosa e das ilhas do Sul do Jap&o, porém encontra-se distribuida em varios paises, inclusive
no Brasil. Esta planta é popularmente conhecida como canfora, canforeira e canela-canforeira.
Suas sinonimias sdo: Camphora camphora (L.) H. Karst.,, Camphora officinarum Nees.,
Cinnamomum nominale (Hayata) Hayata, Cinnamomum camphoroides Hayata, Camphora
camphora var. nominale Hayata, Camphora simondii Lecomte, Laurus camphora L., Persea
camphora (L.) Spreng (COSTA, 1986; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; LORENZI et
al., 2003; FINTELMANN; WEISS, 2010).
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1,8-cineol D-canfora

linalol

Figura 1.9. Arvore da planta C. camphora e estruturas quimicas dos principais componentes de seu dleo essencial:
D-cénfora, linalol e 1,8-cineol. Fontes: Serralves, 2018; PubChem, 2018.

O oleo essencial da C. camphora pode ser obtido por destilacdo dos ramos lascados,
tronco e madeira da arvore, ou das folhas e galhos e é a forma mais adequada de uso, porém
ndo é recomedado para uso interno. Possui aplicacdo na medicina popular como anti-
helmintico, antirreumatico, antiespasmadico, cardioténico, carminativo, diaforético, sedativo e
ténico. E usado no tratamento de dores articulares e musculares, como béalsamos para frieiras,
l&bios rachados, herpes labial, doengas de pele e como inalador para congestdo brénquica, no
tratamento de resfriados e doengas pulmonares. O uso excessivo pode causar vOmitos,
palpitacdes, convulsdes e até morte; além disso, é possivel que o dleo seja absorvido pela pele,
causando intoxicacgdo sistémica. O 6leo também ¢é utilizado na aromaterapia para tratar queixas
digestivas e depressdo. Além disso, a infusdo de madeiras e folhas da planta é usada como
inalante no tratamento de resfriados e doencas dos pulmdes (CHELLIAH, 2008).

A céanfora é um produto cristalino e natural presente em sulcos dos caules lenhosos e das
raizes da C. camphora, mas é encotrada em maior proporc¢ao no 6leo esséncia, cujos principais
constituintes séo a D-canfora (28,1% - 51,3%), o linalol (12,8% - 22,9%) e 0 1,8-cineol (4,3%
- 11,3%), além de tracos de borneol, canfeno, dipenteno, terpenol, linalol, eugenol e safrol.
(COSTA, 1986; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; CHELLIAH, 2008; FINTELMANN;
WEISS, 2010; SINGH; JAWAID, 2012; GUO et al., 2016). Os compostos marjoritarios estdo
representados na Figura 1.9.
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Ao longo dos anos, esta espécie vem sendo amplamente estudada quanto as suas
atividades bioldgicas. Extratos de diferentes partes da planta demonstraram acdo anti-
inflamatdria e antioxidante (LEE et al., 2006), atividade antifingica (LI et al., 2014) e
antimicrobiana (CHEN; DAI, 2015). Outros estudos realizados com o 6leo essencial da canfora
revelaram que ele possui propriedades fungistaticas (MISHRA et al., 1991), acdo repelente,
inseticida e fumigante (LIU et al., 2006; ROSZAINI et al., 2013; CHEN et al., 2014) e agéo
anestésica (PEDRAZZANI; NETO, 2014).

1.1.2.5 Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf

C. citratus (Figura 1.10) é uma graminea de porte herbaceo da familia Poaceae, nativa do
Sudeste asiatico, principalmente da india, mas cultivada também em paises tropicais e, apesar
de ndo ser endémica no Brasil, esta bem aclimatada em quase todos os estados do pais, onde é
popularmente conhecida como capim-cidreira, capim-limédo, capim-santo, capim-cidrao,
capim-cidrilho, capim-catinga e capim-cheiroso, e ainda, internacionalmente como lemon
grasss. Duas de suas sinonimias botanicas sdo: Andropogon citratus (DC.) e
Cymbopogon nardus subvar. citratus (DC.) Roberty (CARIBE; CAMPOS, 1991; BIASI;
DESCHAMPS, 2009; PAIVA et al., 2009; SANTOS et al., 2009; TROPICOS, 2017).

citral

Figura 1.10. Folhas da planta C. citratus e estrutura quimica do citral. Fontes: Sorocaba, 2018; PubChem, 2018.

O ¢6leo essencial desta espécie esta presente em todas as partes da planta, porém, em maior
teor nas suas partes aéreas (folhas). O principal constituinte do 6leo € o citral (Figura 1.10),
responsavel pelo odor de liméao (40-80% do total do 6leo) e que, por isso, tem sido largamente

empregado nas industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética e de perfumaria, além de ser
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utilizado como repelente e desinfetante (COSTA, 1986; MARTINS, 1989; MATOS, 1994;
PAIVA et al., 2009; GOMES, 2003; COSTA et al.,2005; FARHANG et al., 2013;
ELHASSAN; ELTAYEB; KHALAFALLA, 2016). A medicina popular utiliza o cha das folhas
da planta C. citratus como analgésico, calmante, antiespasmodico, antirreumatico,
antitussigeno e para tratar problemas estomacais (disfungdes gastricas), bem como no alivio de
pequenas crises de colicas uterinas e intestinais (DI STASI et al., 1989; MARTINS, 1989;
CARIBE; CAMPOS, 1991; LORENZI; MATOS, 2008)

O Oleo essencial do capim-limdo possui atividades amplamente estudadas, que
demonstram suas acdes antimicrobiana (IRKIN; KORUKLUOGLU, 2009; BASSOLE et al.,
2011), anti-inflamatoria, analgésica (GBENOU et al., 2013), inseticida e repelente contra A.
aegypti (CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017).

1.1.2.6 Piper nigrum L.

Piper nigrum L. é uma espécie perene, semi-lenhosa e trepadeira (Figura 1.11)
pertencente a familia Piperaceae, conhecida nacionalmente como pimenta-do-reino, pimenta
preta, pimenta da india e internacionalmente como black pepper, Madagascar pepper, pepper
e white pepper, sendo nativa das colinas do sudoeste da india, mas amplamente cultivada nas
regibes quentes e Umidas do pais, assim como na Sri Lanka e em outros paises tropicais,
inclusive no Brasil, principalmente no Para (CORREA, 1984b; EMBRAPA, 2004; LORENZI;
MATOS, 2008; FRLHT, 2016).

A pimenta-do-reino produzida na forma de grdos secos (preta e branca), verde em
conserva e em po, é utilizada como condimento e na elaboracao de alimentos industrializados,
além de ser adicionada a misturas afrodisiacas com mel, para tratamento de tosse e gripe, sendo
conhecida com propriedades de fortalecimento, e a decoccdo de folhas e sementes é
administrada para tratar diabetes. O 6leo essencial da planta é utilizado em aromaterapia, nos
casos de hepatopancreatite, laringite, odontalgias, ma digestéo e astenia sexual (SEKEROGLU
et al., 2006; LORENZI; MATOS, 2008; LINGARAJU; SUDARSHANA; RAJASHEKAR,
2013).

Nos grdos da planta encontram-se seus componentes quimicos mais importantes: a

piperina e o 0Oleo essencial. A piperina confere a esta pimenta um tipo de pungéncia (ardor),
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enquanto o 6leo, presente de 0,6 a 2,6% da planta, Ihe confere o0 aroma caracteristico. Existem
pelo menos outros 100 compostos variados presentes no 6leo essencial, mas os principais sdo
B-cariofileno (19,12% - 70,4%), limoneno (9,74% - 38,4%), a-pineno (6.32% - 25,6%%) e p-
pineno (8.0% - 24,2%). A piperina e um outro subproduto, oleorresina, sdo extraidos de graos
chochos de pimenta e utilizados nas inddstrias de embutidos, perfumaria e farmacéutica, cujos
precos podem atingir até trés vezes o valor obtido do produto comercializado na forma de gréos
(PINO; AGUERO; FONTES, 2003; ORAV et al., 2004; DUARTE et al., 2006;
PARTHASARATHY et al., 2007; BAGHERI; MANAP; SOLATI, 2014; OLIVEIRA;
ALENCAR FILHO; VASCONCELLOQOS, 2014; MORSHED et al., 2017).

B-cariofileno Limoneno

0 ST

piperina

Figura 1.11. Folhas e frutos da planta P. nigrum e estruturas quimicas do B-cariofileno, do limoneno e da piperina.
Fontes: Simdes et al., 2003; CEPLAC, 2018; PubChem, 2018.

As propriedades biologicas do 6leo essencial de P. nigrum tem sido bastante estudadas e
demonstram atividades antioxidante, antimicrobiana, antifungica (SINGH et al., 2013;
BAGHERI; MANAP; SOLATI, 2014; MORSY; EL-SALAM, 2017), anti-inflamatdria,
analgesica (JEENA et al., 2014) e anticancerigena (MAJDALAWIEH; CARR, 2010).

Face a ampla gama da utilizacdo dos dleos essenciais na medicina popular, e tendo em
vista as evidéncias cientificas de suas propriedades bioldgicas, tais atributos podem ser bem
empregados no desenvolvimento de produtos farmacéuticos fitoterapicos. Por conseguinte, o
objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antifungica dos oito 6leos essenciais
anteriormente descritos a fim de desenvolver produtos direcionados ao tratamento topico de

onicomicoses ocasionadas pelos agentes etiologicos C. albicans e T. rubrum
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1.2 METODOLOGIA
1.2.1 Descrigao das Amostras

As amostras de Oleos essenciais utilizadas neste projeto foram adquiridas
comercialmente, a saber: A. rosaeodora, A. parviflora, A. canelilla, C. camphora, P. nigrum,
(HERBRAM®), O. cymbarum (PRB® — Produtos Regionais do Brasil Ltda), M. officinalis
(QUINARI®) e C. citratus (Esséncias da Amazonia®).

Com relagdo aos microorganismos testados, foram cedidas cepas ATCC (American Type
Culture Collection) de C. albicans (ATCC 36232) e T. rubrum (ATCC 28189) pela Colecdo de

Microrganismos de interesse médico do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA.

1.2.2 Teste de susceptibilidade antifungica (TSA)

O teste de susceptibilidade antifungica foi realizado no laboratério de Micologia do
INPA, e consiste em avaliar a atividade antifingica da substancia teste frente ao
microorganismo de interesse. Para tanto, foi utilizado como parametro do teste a Norma M27-
A3 (CLSI, 2008), que descreve o Método de Referéncia para testes de diluicdo em caldo para
a determinacdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica, estabelecida pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), e a Norma M38-A2 (CLSI, 2008) que padroniza

o teste para fungos filamentosos.

1.2.2.1 Preparo do indculo

O cultivo dos microorganismos foi realizado em tubos contendo o meio Agar Sabouraud
Dextrose para C. albicans e Agar Batata Dextrose para T. rubrum. Posteriormente, os fungos
foram incubados em estufa. C. albicans foi incubada por 24h a temperatura de 35°C, enquanto

que o T. rubrum foi incubado a 28°C por cerca de 7 a 15 dias.

Apds a semeadura dos fungos de interesse, foram preparados 0s seus respectivos indculos,
onde, com o auxilio de uma alga esteril de 10 pL, retirou-se uma algada de colonias (C. albicans)
ou fragmentos de cultura (T. rubrum) e depositou-se o material em 5 mL de solugédo salina

estéril (8,5g.L"* NaClj; salina a 0,85%). Entdo, submeteu-se a suspensao resultante a agitacdo
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em vartex por 15 segundos. Feito isto, realizou-se contagem de células em cdmara de Neubauer,

para obtencdo de uma suspensao-padrdo contendo 1 x 10%a 5 x 103 UFC.mL™.

1.2.2.2 Diluigéo das substéncias testes

As substancias testadas neste estudo foram éleos essenciais e, por serem de origem
vegetal, optou-se por padronizar a concentracdo dos 6leos em 3,2 mg.mL2, tendo em vista que
a concentracdo inicial observada na literatura para testes de susceptibilidade utilizando extratos

vegetais fica em torno de 0,8 mg.mL™.

Sendo assim, em uma balanca analitica de alta precisdo e dentro de microtubos de 1,5
mL, pesou-se uma massa equivalente a 3,2 mg de cada uma das amostras de 6leos essenciais.
Em seguida, com o auxilio de uma micropipeta, foram adicionados ao microtubo 100uL de
dimetilsufoxido (DMSO) e 900uL e meio RPMI 1640, resuspendendo a solugdo apos a adicao

dos reagentes e homogeinizando manualmente os eppendorfs.

1.2.2.3 Microdiluicdo em placa

Este bioensaio consiste em uma diluigéo seriada das substancias testes e foi realizado em
microplacas de 96 pogos estéreis e com o auxilio de micropipeta multicanal para adicdo dos
reagentes. As concentracdes da diluicdo seriada empregadas no ensaio com as amostras de 6leos
essenciais foram as seguintes: 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ¢ 1,5625 pg.mL™*
(Tabela 1.2).

Primeiramente, adicionou-se 100 pL do meio de cultivo RPMI 1640 em todos os 12
pocos. Depois, foram dispensados 100 uL do farmaco-padréo fluconazol (concentracdo inicial:
256 ug.mL1) nos pogos das colunas 1 e fileiras A e B. A coluna 1 continha a maior concentragao
do farmaco (64 pg.mL™?) e a coluna 10, a menor concentragdo (0,125 pg.mL1). Em seguida,
realizou-se 0 mesmo procedimento com as amostras testes, as quais foram colocadas na coluna
1 e fileiras de C a H. Entéo, realizou-se a dilui¢do seriada das amostras que iniciava na coluna

1 e terminava na coluna 10, desprezando-se o volume restante.

Logo apos estas etapas, depositou-se 100 pL da suspensdo do indculo em todos os pogos

das colunas 1 a 10, fazendo com que a concentracdo do indculo fosse diluida no pogo, passando
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de 0,5 x 10% a 2,5 x 10® UFC.mL™. Os pocos da coluna 11 representam o controle positivo de
crescimento dos micoorganismos no teste, por isto, receberam apenas 100uL de meio estéril e
100uL do inoculo. Ja a coluna 12 da placa de microdiluigao representa o controle negativo do

teste, ou seja, contém apenas 0 meio de cultivo, sem a amostra teste e sem o inéculo.

Por fim, as placas de microdiluicdo foram mantidas em estufa a 35°C por 24 horas
(C.albicans) e 96h (T.rubrum). Em seguida, o crescimento celular e a atividade inibitoria do
farmaco de referéncia e dos Oleos essenciais testados foram observados, analisando-se 0s

resultados visualmente. A Figura 1.12 ilustra o procedimento descrito acima

Tabela 1.2. Demonstracdo da diluicdo seriada das amostras por cada pogo da microplaca.

CIMs das amostras em cada poco da Microplaca
Coluna 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracao | gqy | 400 | 200 100 | 50 | 25 | 125 @ 625 3125 | 1,5625
(pg.mL™)

Fluconazol
(farmaco-padrio)
Ci =64 pg/mL

Duplicata da Amostra 1
*Ci = 800 pg/mL

Duplicata da Amostra 2
*Ci = 800 pg/mL

Duplicata da Amostra 3
*Ci = 800 pg/mL

= A e S

*Ci = Concentragdo inicial

Diluigdo seriada: Controle

Amostra (Oleo essencial) positivo: Contr-ole
7 Meio RPMI  hegativo:
Meio RPMI + WElo R

+ Inéculo

Inéculo

Figura 1.12. Exemplo de procedimento de microdiluicdo em caldo para verificagdo de acdo inibitdria das amostras
de 6leos essenciais sobre as cepas flngicas. Fonte: A autora.

1.2.2.4 Avaliagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

Realizou-se a leitura dos resultados através da determinacdo da CIM de cada placa
visualmente, comparando a quantidade de crescimento dos pocos que continham o farmaco-
padrdo e os Oleos essenciais com a quantidade de crescimento para cada fungo nos pocos de

controle positivo.
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O parametro avaliativo consistiu em utilizar como “ponto de corte” o pogo contendo a
menor concentracao capaz de inibir 100% do crescimento dos fungos testados, ou seja, 0S pogos
que se apresentaram opticamente claros e sem nenhum crescimento. A leitura para C.albicans
foi realizada apds 24 horas de incubacdo das placas, enquanto que o T.rubrum foi lido num

periodo de 96h de incubacédo, conforme preconizado pela CLSI.

1.2.2.5 Selecdo dos 6leos com maior potencial antifungico

Os o0leos que apresentaram maior potencial de inibicdo fungica, ou seja, que obtiverem
CIM com 90% de atividade inibitéria contra ambas as cepas de C.albicans e T.rubrum, foram
selecionados para as proximas etapas relacionadas ao preparo das microemulsdes e descritas no

Capitulo 2.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de microdiluicdo em caldo realizado no presente estudo com o0s
6leos essenciais de A. canelilla, A. parviflora, A. rosaeodora, O. cymbarum, M. officinalis, C.
citratus, P. nigrum e C. camphora contra as cepas de C. albicans e T. rubrum estdo

demonstrados na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos dleos essenciais
analisados contra cepas de C. albicans e T. rubrum.

Oleo essencial T. rubrum (ATCC) | C. albicans (ATCC)
(espécie) CIM (ug.mL?) CIM (ug.mL7?)
A. canelilla 800 800

A. parviflora >800 >800

A. rosaeodora 800 >800

O. cymbarum 800 >800

M. officinalis 400 400
C. citratus 400 800
P. nigrum >800 >800

C. camphora >800 400
Fluconazol 3,125 12,5

Analisando a tabela acima, é possivel observar que, dentre os oito 6leos essenciais
avaliados, aqueles que demonstraram maior atividade antifungica, ou seja, que tiveram menor
CIM frente ao dermatofito T. rubrum foram os 6leos de M. officinalis e C. citratus, 0s quais
apresentaram o mesmo valor de CIM correspondente a 400 pg.mL1. O autor Mimica-Dukic e
seus colaboradores (2004) testaram a atividade antifungica do éleo essencial da M. officinalis
contra cepas de T. rubrum pela técnica de microdiluicdo e obtiveram CIM correspondente a 15
ug.mL1, Estes valores corroboram com o resultado do presente estudo, onde o 6leo também foi
bastante ativo contra tal fungo, porém com maior valor de CIM. O estudo de Wannissorn,
Jarikasem e Soontorntanasart (1996) analisou a atividade antifungica do éleo essencial de C.
citratus contra T. rubrum através do método de difusdo em 4&gar e obtiveram CIM de
125 pg.mL?, que também demonstrou a boa atividade inibitdria do 6leo contra o fungo. O citral
€ uma mistura de dois isbmeros geométricos, neral (cis-isbmero) e geranial (trans-isdmero)

(KIKONYOGO et al., 1999), que consistem no componente majoritario dos 6leos de M.
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officinalis e C. citratus. Miron e colaboradores (2014) utilizaram o método de microdiluicéo
em caldo com faixa de concentracdo de 0,25 a 128 pg.mL! para avaliar a atividade contra T.
rubrum e C. albicans das substancias isoladas do 6leo essencial de C. citratus (citral, neral e
geranial). As CIMs de 4, 32, e 8 pg.mL* foram obtidas para T. rubrum, respectivamente,
enquanto a C. albicans foi sensivel apenas frente ao citral (CIM de 128 pg.mL™?). O estudo
revelou também que o citral foi 0 monoterpeno com maior atividade antifingica contra
leveduras, mas também que o citral e seus isdmeros foram muito mais eficazes contra T.
rubrum, demonstrando que 0s monoterpenos sao mais ativos contra dermatofitos do que contra
as leveduras. Com base nisso, é possivel atribuir a expressiva atividade antifingica de ambos
os 6leos essenciais ao citral, que se revela muito efetivo em razdo da combinacdo de isdmeros
que o forma. Kurita e seus colaboradores (1981) sugerem que a atividade antifangica do citral
deve-se a sua capacidade de formar um complexo de transferéncia de carga com o triptofano
das células fungicas, o que ocasiona a morte dos fungos e, de acordo com Harris (2002), o citral
parece atuar principalmente na membrana celular fungica, afetando sua estrutura, bloqueando
sua sintese e causando a morte celular, enquanto inibe a germinacéo, proliferacéo e respiracdo

celular dos esporos.

Os 6leos essenciais das espécies A. canelilla, A. rosaedora e O. cymbarum demonstraram
atividade moderada contra a cepa de T. rubrum, pois suas CIMs tiveram 0 mesmo valor de 800
ug.mL, que foi igual a concentracdo maxima testada no presente trabalho. Devido a escassez
de pesquisas relacionadas as atividades antifungicas dos éleos supracitados contra a cepa de T.

rubrum, ndo foram relatados dados comparativos para tais espécies.

Ja para as espécies A. parviflora, P. nigrum e C. camphora, ndo foi possivel determinar

as CIMs, pois ndo apresentaram atividade desde a 12 diluigdo testada (CIM > 800 ug.mL1).

A atividade antifingica de 6leos essenciais obtidos das folhas de espécies do género
Cinnamomum (C. pubescens, C. impressicostatum, C. rhyncophyllum, C. cordatum, C.
zeylanicum, C. microphyllum, C. mollissimum e C. scortechini) foram testadas por Jantan e
colaboradores (2008) contra seis espécies de dermatofitos, dentre as quais o T. rubrum, pelo
método de microdiluicdo em caldo com algumas modifica¢fes. Todos os 6leos se mostraram
fortemente ativos, com CIMs variando de valores menores que 0,04 a 0,31 pg.mL™. A atividade
antifungica de 13 compostos padrdo também foram testadas pelos pesquisadores, que
verificaram que as amostras foram eficazes contra os fungos testados, exibindo valores de CIM

menores que 1,25 pg.mL. O linalol e a canfora, componentes majoritarios da C. camphora,
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também foram testados e mostraram-se muito ativos contra o fungo, com as respectivas CIMs
de 0,16 e 0,31 pg.mL™1. Estes resultados evidenciam que o género Cinnammomum possui
atividade muito promissora contra T. rubrum por conta da acao inibitdria de seus componentes
majoritarios contra a cepa. Em contrapartida, o 6leo essencial da espécie C. camphora nao
demonstrou atividade contra tal patdgeno no presente estudo e, um fator que pode estar
relacionado a isso € a variacdo de teor de metabolitos secundarios nas plantas, frente as
diferencas climaticas, de plantio, colheita e método de extracao.

No caso da C. albicans, as espécies mais ativas no presente trabalho foram a C. camphora
e a M. officinalis, que apresentaram CIM de 400 ug.mL™. Em 2008, o 6leo essencial das folhas
de C. camphora foi testado contra cepa de C. albicans pelo método de macrodilui¢cdo em caldo
por Dutta e colaboradores (2007), que observaram CIM de 3180 pg.mL™, tendo o presente
estudo demonstrado que a atividade do 6leo essencial da C. camphora foi eficaz em uma
concentracdo bem menor. Jantan e colaboradores (2008) também avaliaram a atividade
antifangica de 6leos essenciais obtidos das folhas de espécies do género Cinnamomum (C.
pubescens, C. impressicostatum, C. rhyncophyllum, C. cordatum, C. zeylanicum, C.
microphyllum, C. mollissimum e C. scortechini) contra cinco leveduras, dentre estas a C.
albicans, pelo método de método de microdiluicdo em caldo. Em relacdo a atividade contra C.
albicans, os 0leos essenciais de C. cordatum e C. zeylanicum foram os mais ativos, ambos com
CIMs de 0,63 pg.mL1, enguanto que os outros apresentaram atividades moderadas ou fracas.
Por outro lado, a atividade antifingica de 13 compostos padrdo testadas pelos pesquisadores
demonstraram que as amostras foram eficazes contra os fungos testados, com CIMs menores
que 1,25 pg.mL™. O linalol e a canfora, principais componentes da C. camphora, mostraram
CIMs de 0,63 e 3,75 pg.mL™, indicando que o linalol é o componente mais ativo contra C.
albicans. Assim, possivelmente esses dois compostos trabalham de modo sinérgico,

conduzindo ao aumento do efeito antifingico contra a levedura.

Mimica-Dukic e colaboradores (2004) também testaram a atividade antifingica do 6leo
essencial da M. officinalis contra cepas de C. albicans pela técnica de microdiluicdo e também
encontraram uma CIM significativa desse 6leo, correspondente a 30pg.mL™t. A atividade
antifangica do 06leo essencial M. officinalis também foi estudada por Donaldson e seus
colaboradores (2005) contra C. albicans utilizando o método por diluicdo em tubo, que avaliou
uma faixa de diluigdo entre 10uL a 0,3ul. Eles determinaram uma CIM de 1,25% para M.
officinalis. A literatura demonstra que o citral possui diversas atividades comprovadas, como

ja mencionado anteriormente, dentre as quais esta a acdo fungicida (SOUSA et al, 2016).
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Apesar do 6leo de C. citratus ter sido tdo ativo quanto o 6leo de M. officinalis contra a cepa de
T. rubrum, este ultimo 6leo essencial apresentou maior atividade inibitoria frente a C. albicans.
Embora a quantidade de citral seja maior no 6leo de C. citratus, como ja foi mencionado
anteriormente (65-80%) (LEAL et al., 2003), a atividade da M. offcinalis pode estar atrelada
ndo somente ao citral (10-30%), mas também ao citronelal (2-40%), outro composto majoritario
de quantidade bem pronunciada no 6leo dessa planta (KREIS; MOSANDL, 1994), ou até

mesmo isso pode estar relacionado a caracteristicas especificas da levedura estudada.

Os 0leos essenciais das espécies de C. citatus e A. canelilla tiveram atividade moderada
contra a cepa de C. albicans, com CIMs de 800 pug.mL?, que corresponde a concentracdo
méaxima testada no presente trabalho. A literatura demonstra que um estudo realizado pelos
pesquisadores Ahmad e Viljoen (2015) investigou a atividade antifingica do 6leo essencial de
C. citratus contra C. albicans, utilizando o método de microdiluicdo em caldo, e obtiveram uma
CIM de 63 pg.mL, sendo que a maior concentracdo analisada foi de 2000 pg.mL™. No ano
seguinte, Akinkunmi e colaboradores (2016) também fizeram o teste de atividade antiflngica
pelo mesmo método e contra 0 mesmo fungo, mas com uma faixa de concentragdo de 10,0 a
0,3125% (v/v); eles ainda avaliaram o efeito que o tempo de armazenamento (armazenagem a
4 °C em frasco @mbar) causava no 6leo essencial de C. citratus nos estados (a) fresco, (b) apds
2 anos e (c) apos 9 anos, encontrando CIMs de, respectivamente, 0,625%, menor que 0,3125%
e menor que 0,3125%, constatando que este 6leo essencial fica mais ativo com o passar do
tempo. O 6leo essencial de C. citratus tem, de fato, uma boa atividade contra C. albicans. Tyagi
e Malik (2010) testaram os Gleos essenciais de Mentha piperita (menta), Eucalyptus globulus
(eucalipto) e C. citratus contra cepa de C. albicans numa faixa de concentracdo de 18000 a 144
mg.L* pelo método de microdiluicdo em caldo. Dentre os trés, o 6leo de C. citratus foi o que
apresentou maior atividade antifingica (CIM de 228 pg.mL™), seguido pela M. piperita (CIM
de 1125 pg.mL™?) e E. globulus (CIM de 2250 pg.mL™?). Vale ressaltar que, no presente
trabalho, a menor atividade antifingica do 6leo de C. citratus frente a C. albicans foi de
800 pg.mL2, resultado este que conflita com os dados da literatura, que demonstram CIMs bem

mais baixas deste 6leo em relacéo a sua acdo inibitoria frente a C. albicans.

Um estudo de Oger e colaboradores (1994) demonstrou a composi¢do quimica e atividade
fungistatica do 1-nitro-2-feniletano (89,80%), componente majoritario da A. canelilla, contra
cepa clinica (isolada de paciente) de C. albicans através do método de microdilui¢do. O valor
de CIM obtido no estudo foi de 170 pg.mL™, constatando uma boa atividade do composto
contra a cepa. Nogueira e colaboradores (2011), por sua vez, também testaram a atividade do
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0leo essencial de A. canelilla frente ao mesmo agente etioldgico (cepa padréo) e pelo mesmo
método, e obtiveram valor de CIM maior que 1000 pg.mL!, que foi considerado pelos autores
inativo para o teste. Em contrapartida, no presente trabalho, o seu 6leo essencial apresentou
CIM a 800 pg.mL?, tanto frente a cepa de C. albicans quanto a do T. rubrum. Comparando
esses dados da literatura, que divergem entre si, com a atividade moderada do 6leo essencial de
A. canelilla verificada no presente estudo, é possivel também atribuir essa incongruéncia de
dados ao fornecedor, j& que a etapa de extracdo dos Gleos essenciais ndo foi realizada no
presente projeto, assim como nao foi realizada a caracterizagdo da composi¢do quimica do 6leo
essencial da A. canelilla. Como evidenciado pelo estudo de Oger e colaboradores (1994), a

atividade desta espécie deve-se ao teor de 1-nitro-2-feniletano presente no 6leo.

Os 0leos essenciais de A. parvilfora, A. rosaeodora, O. cymbarum e P. nigrum néo
tiveram suas CIMs determinadas, uma vez que nenhum deles foi ativo nas faixas de
concentracOes testadas no ensaio de microdilui¢cdo deste projeto (CIM > 800 pg.mL™t). N&do
foram encontrados dados na literatura que demonstrassem a atividade de A. parviflora contra
C. albicans. D’auria e colaboradores (2005) avaliaram a composi¢do quimica e atividade
antifungica contra cepa de C. albicans, do 6leo essencial de Lavandula angustifolia e de um de
seus compostos majoritarios isolado, o linalol. Eles verificaram que o teor de linalol presente
no 6leo essencial de L. angustifolia foi de 32,75% e a CIM do 6leo foi de 0,50% (v/v), enquanto
a CIM do composto isolado foi de 0,06 % (v/v). Este estudo demonstrou que o linalol, de fato,
€ muito ativo contra C. albicans mesmo em baixas concentracdes. Apesar de ndo ter sido
encontrado dado na literatura que demonstrasse a atividade de A. parviflora contra C. albicans,
pode-se considerar a atividade da A. rosaeodora, levando em conta que ambas séo plantas do
mesmo género e que possuem como composto majoritario o linalol, mas 0 mesmo esta presente
em menor teor nesta espécie, variando de 32 a 40% (MAIA et al., 2007), do que na A.
rosaeodora, cuja quantidade varia entre 38,48% a 71,05% (ZOGHBI et al., 2015).

A. rosaeodora teve a atividade antifingica de seu 6leo essencial estudada por Donaldson
e seus colaboradores (2005) contra C. albicans através do método por dilui¢do em tubo, que
avaliou uma faixa de dilui¢ao entre 10uL a 0,3uL. Eles observaram uma CIM de 4,17% para o
0leo A. rosaeodora, demonstrando uma atividade inibitoria fraca, assim como a obtida no
presente estudo. Em uma pesquisa que envolveu 52 6leos essenciais das mais variadas espécies
de plantas, dentre as quais A. rosaeodora, C. citratus e P. nigrum, Hammer, Carson e Riley
(1999) testaram a atividade antimicrobiana desses 6leos pelos métodos de difusdo em agar e

microdiluicdo em caldo contra 10 microrganismos diferentes, dentre eles a C. albicans. No teste
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de difusdo em agar, a maior concentracdo de inibicdo foi de 2%. O 6leo essencial de C. citratus
inibiu a C. albicans numa concentracéo de 0,06%, enquanto que A. rosaeodora e P. nigrum
apresentaram CIMs de 0,25% e maior que 2,0%, respectivamente. Ja no ensaio de microdiluigdo
em caldo para C. albicans, a faixa utilizada de concentracdo foi de 8,0 a 0,008% (v/v). O 6leo
de A. rosaeodora apresentou CIM de 0,12%, ja a do C. citratus foi de 0,06%. Em contrapartida,
0 6leo de P. nigrum ndo foi testado por esse método, tendo em vista que nao apresentou
atividade antifungica no teste anterior de triagem dos 6leos (CIM > 2,0%). Neste estudo, o0 6leo
de A. rosaeodora se mostrou relativamente ativo frente a levedura, contudo, pode ser observado
que o C. citratus foi o dleo que teve maior atividade dentre os trés em ambos 0s ensaios e que
6leo de P. nigrum ndo apresentou qualquer acdo antifungica. Esses resultados corroboram com
0s demonstrados na Tabela 1.3, com excecdo da A. rosaeodora, que foi mais ativo nos
experimentos relatados anteriormente do que no presente estudo, onde ndo demonstrou
atividade (CIM > 800 pug.mL1).

Em 2013, de Rapper e seus colaboradores realizaram o teste de microdilui¢do em caldo
frente a cepa de C. albicans com o 6leo essencial de P. nigrum em concentracdes de diluicdo
seriada de 8000 a 62,5 pg.mL. A CIM obtida foi de 2000 pg.mL*, o que corrobora com o
resultado encontrado do presente estudo (CIM > 800 ug.mL'). Esses autores partiram de uma
concentragdo inicial dez vezes maior (8000 ug.mL™?) em seu ensaio do que a realizada no
presente trabalho (800 pg.mL?') e isso os possibilitou determinar o valor acima de

800 pg.mL1do dleo P. nigrum capaz de inibir a C. albicans.

O 6leo essencial de O. cymbarum ndo demonstrou atividade contra C. albicans no
presente estudo (CIM > 800 pg.mL?). Ndo foram encontrados estudos sobre o 6leo na literatura
para comparacao com o presente resultado. Contudo, um outro 6leo do mesmo género Ocotea,
0 Oleo essencial de Ocotea odorifera Vell., foi testado por Castro e Lima (2011) através da
técnica de microdilui¢cdo em caldo com adaptacGes, contra cepas padrao de C. albicans, em uma
faixa de concentracdo que foi de 5.000 a 39 pg.mL*. As CIMs corresponderam a valores que
variaram entre 2.500 e 5.000 pg.mL*, demonstrando que o 6leo teve pouca atividade contra a
levedura. Tendo em vista que, se 0 componente majoritario é o safrol (BARREIRO; FRAGA,
1999), assim como na O. cymbarum, pode-se inferir que o resultado da O. odorifera corrobora
com o encontrado no presente estudo, pois a atividade em ambos os 6leos sé foi possivel de ser
determinada em concentracdes acima de 800 pug.mL . Contudo, outro estudo, de Kubo, Muroi
e Himejima (1993), também utilizaram o mesmo método, com concentragdo méaxima de

800 ug.mL?, e obtiveram CIM do safrol contra C. albicans de 200 ug.mL™. Isso so reforga a
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ideia de que o safrol como substancia isolada € bem efetivo contra a levedura, e que 0s
resultados encontrados no Oleo de O. cymbarum e O. odorifera possivelmente estdo
relacionados ao baixo teor de safrol em ambas as espécies, ou a sua interagdo com outros

compostos presentes nos 6leos que podem comprometer sua acdo fungicida.

Ap0s o exposto, observou-se que alguns dos 6leos avaliados neste estudo tiveram valores
de atividade antifingica contra C. albicans e T. rubrum similares aos reportados na literatura.
Foi possivel, inclusive, perceber a necessidade de novos estudos relacionados a susceptibilidade
antifngica contra tais cepas pelos 6leos essenciais das plantas investigadas, principalmente
aqueles extraidos de espécies nativas da Amaz0nia, pois as raras pesquisas disponiveis focam
na elucidacdo da composicdo ou na avaliacdo da atividade antifingica dos compostos

majoritarios isolados, e o 6leo bruto acaba sendo pouco pesquisado.

Diante disto, e considerando que os dados epidemiolégicos apontam para T. rubrum e C.
abicans como o0s agentes etioldgicos mais prevalentes nas onicomicoses, selecionou-se 0s 6leos
essenciais de C. citratus (capim-limao) e M. officinalis (erva-cidreira) para o desenvolvimento
das formulagdes microemulsionadas (que serdo discutidas a seguir, no Capitulo 2), visto que
foram os 6leos que apresentaram melhor atividade para ambas as espécies fungicas (Tabela
1.3).
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CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO DE VEICULO MICROEMULSIONADO
CONTENDO OLEOS ESSENCIAIS DE Melissa officinalis L. E Cymbopogon citratus
(D.C) Stapf

2.1 REVISAO DE LITERATURA
2.1.1 Microemulstes

As microemulsées (MEs) podem ser definidas como dispersdes de Oleo e agua
estabilizadas por um filme interfacial de moléculas de surfactante, tipicamente em conjunto
com um coagente tensoativo, em sistemas monofésicos, transparentes, isotropicos e
termodinamicamente estaveis (FURLANETTO et al., 2011; ZHANG et al., 2010). Devido as
suas caracteristicas peculiares, as MEs diferem das emulsdes classicas (ou macroemulsdes) e
nanoemulsdes em alguns aspectos. O Quadro 2.1 faz um apanhado das principais caracteristicas

em que diferem cada um desses 3 sistemas.

Quadro 2.1. Principais diferencas entre sistemas macro, nano e microemulsionados.

Parametro Macroemulséo Nanoemulséo Microemulséo
Tipo de dispersdo Grosseira Coloidal Coloidal
Tamanho de > 500 nm 20-500 nm 10-100 nm
goticula
EStab'.I lgad_e Instavel Instavel Estavel
termodindmica
Formacdo Requer energia Requer energia Espontanea
Requer grandes
Requer baixas Requer baixas guantidades de
Composicao guantidades de guantidades de tensoativo
tensoativo tensoativo combinado a um
cotensoativo
Textura Semissdlida Fluida Fluida
Aparéncia fisica Cremosa Transllcida Transparente
Tensdo superficial Baixa Baixa Muito baixa

Fontes: Adaptado de Gupta et al., 2016; Nastiti et al., 2017.

Apesar das macroemulsdes, nanoemulsdes e MEs consistirem em dispersdes coloidais de
um liquido no seio de outro liquido, h& duas principais caracteristicas fisico-quimicas que as
diferem: a faixa de tamanho das suas goticulas e as caracteristicas de estabilidade. As emulsdes

possuem um tamanho de goticula acima de 500 nm e isso Ihe confere uma textura semissolida
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e uma aparéncia cremosa, por isso é considerada uma dispersao grosseira. Por outro lado, as
goticulas das nanoemulsdes variam entre 20 e 500 nm, apresentando-se com textura fluida e
translucida (permite a passagem de luz, porém, sem que se veja nitidamente o que esta por tras
de sua espessura) (PESHKOVSKY; PESHKOVSKY; BYSTRYAK, 2013), enquanto que as
MEs possuem goticulas tdo pequenas que variam entre 10 e 100 nm, o que proporciona a elas
um aspecto visual transparente com uma textura bem fluida. Além disso, tanto as
macroemulsdes quanto as nanoemulsdes sdo termodinamicamente instaveis, ou seja, seus
sistemas tendem a separacéo de fases com o decorrer do tempo, ao passo que as MEs constituem
sistemas termodinamicamente estaveis e este tipo de formulacdo oferece vantagens sobre as
dispersdes instaveis, podendo ser utilizada por tempo muito mais amplo (OLIVEIRA et al.,
2004; GUPTA et al., 2016; NASTITI et al., 2017).

A estabilidade termodindmica das MEs esta diretamente relacionada ao fato de haver um
surfactante primario associado a um agente cotensativo em sua composi¢do, 0 que propicia uma
baixa tens&o interfacial, bem como o pequeno tamanho de goticula dessas formulaces. E por
este motivo que as MEs se formam espontaneamente (HEUSCHKEL; GOEBEL; NEUBERT,
2008). As nanoemulsGes possuem estabilidade cinética e também requerem menor quantidade
de surfactantes para sua formacao do que as MEs, contudo, assim como as emulsdes classicas,
para que seus sistemas se tornem estaveis, requerem metodos de preparo muito caros e
necessitam da aplicacdo de grande quantidade de energia mecénica. Na pratica, alguma entrada
de energia na forma de mistura suave, agitagdo ou aquecimento facilita a formagéo de MEs,
pois existem barreiras de energia cinética que devem ser superadas ou até limitacdes de

transporte de massa que retardam sua formacéo (LOPES, 2014).

2.1.2 Tipos de Microemulsédo

As MEs sdo capazes de formar diferentes tipos de estruturas devido a mistura de agua,
0leo e tensoativos. Assim, além da natureza e da proporcdo entre todos estes componentes, a
escolha adequada destas substancias na formulagéo torna-se extremamente importante para a
orientacdo desses sistemas (McCCLEMENTES, 2012; FORMARIZ et al., 2005). Ha trés tipos
principais de MEs: a) 6leo em agua (O/A); b) &gua em éleo (A/O); ou c) bicontinuas (Figura
2.1).
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Figura 2.1. Tipos de MEs: a. O/A; b. A/O; c. Estruturas bicontinuas. Fontes: Adaptado de Silva et al., 2015 e de
Souza Filho e Serra, 2015.

A representacdo mais simples da estrutura das MEs é a goticula esférica, modelo no qual
as goticulas de ME encontram-se envoltas por um filme interfacial, composto de moléculas de
surfactantes e cossurfactantes capazes de isolar as fases liquidas presentes no sistema
(KARASULU, 2008). Na estrutura do tipo O/A, a fase continua ou externa é a agua, enquanto
a descontinua ou interna € o 6leo, uma vez que moléculas lipossoluveis se situam no interior
das goticulas de 6leo no meio dispersante aquoso. Isto tende a acontecer, dentre outros fatores,
pelo volume de cada fase e pelo tipo de tensoativo empregado. Quando ha maior volume de
agua do que 0leo no sistema, suas goticulas sdo designadas como “diretas”. Por outro lado, as
MEs do tipo A/O se formam quando moléculas hidrossollveis se situam no interior das
goticulas de agua que se encontram em um meio continuo de 6leo, logo, a fase aquosa é a
interna ou descontinua, ao passo que o 6leo compde a fase externa ou continua, ja que o sistema
possui maior quantidade de 6leo em sua composicdo e, nesse caso, suas goticulas sdo ditas
“inversas” (CONSTANTINIDES; Y1V, 1995; BOONME, 2007; ROSSI et al., 2007). Ambas
as estruturas podem ser invertidas de A/O para O/A ou vice-versa quando se alteram as
condicdes de emulsificacdo (MO; ZHONG; ZHONG, 2000).

As estruturas bicontinuas ou lamelares, por sua vez, ndo sdo constituidas por goticulas
esféricas, mas, sim, por por¢des de dgua e 6leo que coexistem como fases continuas, separadas
por uma camada interfacial flutuante e estabilizadas por altas concentracGes de tensoativos e
que pode ser regularmente continua ou topologicamente ca6tica. Este tipo de sistema surge em
decorréncia principalmente da presenca de quantidades equivalentes de &gua e Oleo, mas
também ocorre quando se aumenta gradativamente, por titulacdo, o volume da fase interna dos
sistemas e frequentemente durante a transicdo de O/A para A/O ou de A/O para O/A. A grande

vantagem da ME bicontinua esta no fato de que sua estrutura possibilita sua aplicagdo como



81

sistema transportador, tanto de farmacos hidro quanto lipossoluveis (LAWRENCE, 1994;
D’CRUZ; UCKUN, 2001; BOONME, 2007; LOPES, 2014).

2.1.3 Classificagdo de Winsor

Winsor (1948) desenvolveu uma classificacdo capaz de mensurar o equilibrio entre as
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo em um sistema particular que se assemelha
ao expresso pelo valor do EHL (Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo, cujo conceito sera descrito mais
a frente). O método, denominado Raz&o de Winsor (RW), pode ser modificado pela alteracdo
da estrutura do tensoativo, pela adi¢do de cotensoativos ou ajustando a temperatura do sistema.
Sendo assim, Winsor estabeleceu quatro tipos de equilibrio de fases (WINSOR, 1948;
FORMARIZ et al., 2005; FLANAGAN; SINGH, 2006; DAMASCENO et al., 2011), conforme
demonstra a Figura 2.2:

e Winsor | (WI): sistema bifasico de ME O/A que esta em equilibrio com um excesso de
fase oleosa na porc¢éo superior do sistema, devido a menor densidade do 6leo em relagédo
a da ME.

e Winsor Il (WII): sistema bifasico de ME A/O que estad em equilibrio com um excesso
de fase aquosa na porcdo inferior do sistema, ja que a densidade da dgua € maior que a da
ME.

e Winsor Il (WIII): volumes iguais de fase oleosa e fase aquosa formam uma ME
bicontinua que esta em equilibrio com um excesso de 6leo na por¢édo superior e de agua

na porcao inferior de um sistema trifésico.

e Winsor IV (WIV): neste sistema ndo ha excesso de agua e nem de 6leo, tratando-se de
uma ME homogénea e monofasica, que € o foco principal durante a preparacdo de um

sistema microemulsionado.



2.1.4 Construcéo dos diagramas e delimitacédo da regido de microemulséo

l FASE OLEOSA

MICROEMULSAO

| FASE AQUOSA

s S N

wII WIII WIV

Figura 2.2. llustracdo demonstrando os tipos de sistema
segundo a classificagdo de Winsor. Fonte: A autora.
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Sabe-se que as MEs sdo apenas uma das Varias estruturas de associacdo que podem ser

formadas quando se mistura Oleo, agua, surfactante e cotensoativo, sendo que a natureza

quimica, a concentracdo dos componentes, a temperatura e a pressao também sao fatores que

influenciam na formagé&o das variadas fases (BOONME, 2007).

Uma ferramenta util para ilustrar as complexas séries de interacGes que ocorrem quando

diferentes proporc¢Ges dos componentes sdo misturadas é a construcdo de um diagrama de fases.

Logo, o diagrama de fases descreve em que condi¢do experimental é possivel obter MEs e ainda

delimita as regides de transicao entre emuls@es, fases separadas e MEs O/A, A/O e bicontinuas,
com o auxilio da classificacdo de Winsor (Figura 2.3) (OLIVEIRA et al., 2004; LAWRENCE;

REES, 2012).

Agua em éleo
% gouig
?; C%g”'
-—‘g,,‘?,q{ls‘i,

Bicontinuas

»
.
Siife
P
oigve

Oleo em dgua

OLEO

Figura 2.3. Diagrama ternario hipotético demostrando esquematicamente
regides de MEs. Fonte: adaptado de Mehta e Kaur, 2011.
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Para o preparo de MEs simples contendo 6leo, 4gua e tensoativo em sua composicao,
pode-se plotar o diagrama de fases como um diagrama triangular equilatero simples, conhecido
como diagrama de fases ternario, onde cada vértice do diagrama representa 100% em peso de
um componente em particular (BOONME, 2007) (Figura 2.4.a). Outro tipo de diagrama de
fases € o quaternario, que consiste numa extensdo de diagramas de fases ternarios, mas,
diferentemente destes, sua conformacéo espacial é dada em formato 3D e € formado por quatro
constituintes: tensoativo, cotensoativo, fase oleosa e fase aquosa. Além disso, a representacao
deste diagrama é dada como um tetraedro, em que cada vértice corresponde a um dos
componentes puros (Figura 2.4.b). Ha ainda o diagrama pseudoternario, cujo sistema possuli
aspecto de diagrama ternério por também ser representado como um triangulo equilatero 2D,
mesmo tendo quatro constituintes em sua composicdo, isto porque dois constituintes sao
agrupados como se fosse um sé, de maneira que a relacdo agua/tensoativo (A/T) ou co-
tensoativo/tensoativo (C/T) sejam constantes (Figura 2.4.c). A relagdo A/T costuma ser
utilizada em estudos de difusdo da luz, enquanto a relacdo tensoativo/cotensoativo € usada no

estudo do comportamento de fases da ME a ser formada (ROSSI et al., 2007).

(a) (b) ()

Tensoativo Co-tensoativo o7

Tensoativo . N
Microemulsgo

Agua Oleo — g Agua Oleo
Agua Oleo

Figura 2.4. Formacdo de regides de ME em modelos de diagramas de fase. a. diagrama ternario;
b. diagrama quaternario; c. diagrama pseudoternario. Fonte: adaptado de Rossi et al., 2007.

Formulagdes microemulsionadas costumam ser desenvolvidas através de diagramas de
fases pseudoternarios, pois este tipo de modelo possibilita retratar a presenga de agua, 6leo,
tensoativo e cotensoativo e identificar os componentes mais apropriados, assim como suas
proporcdes relativas para a obtencdo de sistemas fisicamente estaveis (FURLANETTO et al.,
2011). A Figura 2.5 demonstra como é feita a escolha de um ponto quando se deseja construir

diagramas de fases pseudoternarios para obtencédo de regides de ME.
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0 80 L] 60 80 wB 20 1

5 Fase Aquosa

Figura 2.5. Representacao grafica da construcdo de pontos de ME em um modelo de diagrama pseudoternario.
Fonte: Oliveira et al., 2017.

2.1.5 Fatores que afetam a regido de microemulséo

A escolha de componentes para MEs farmacéuticas deve se pautar no equilibrio entre
compostos gque sejam capazes de formar MEs, ndo sejam tdxicos e satisfacam os requisitos de
um bom veiculo para a via de administracdo desejada. Avaliar as condi¢des especificas e
compreender a influéncia que alguns fatores exercem sobre as propriedades de seus
constituintes também ¢ algo fundamental para alcancar esse objetivo (KREILGAARD, 2002).

Embora ndo haja regras estritas a escolha dos componentes apropriados, had uma série de
diretrizes gerais embasadas em observacGes empiricas. Um passo crucial esta na escolha do
surfactante e do cosurfactante para um determinado 6leo (GHOSH; MURTHY, 2006).
Tensoativos, também chamado de surfactantes, consistem em um tipo de molécula anfifilica,
Ou seja, possuem uma parte com caracteristica apolar, que € soltvel em hidrocarbonetos, 6leos
e gorduras, ligada a uma outra parte com caracteristica polar, que € solivel em &gua
(HOLMBERG; KRONBERG; LINDMAN, 2002; DALTIN, 2011). O tensoativo desempenha
um papel importante na formagdo de MEs reduzindo a tenséo interfacial em combinagdo com
as contribuigdes entélpicas de interaces reduzidas entre as caudas hidrofdbicas do surfactante
e o solvente polar reduz a energia livre total do sistema, facilitando assim a formacdo de ME
(FLANAGAN & SINGH, 2006). A classificacdo dos tensoativos é baseada na carga de seu
grupo polar, que os divide em tensoativos aniénicos, catiénicos e nao-iénicos (HOLMBERG,;
KRONBERG; LINDMAN, 2002).
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Os tensoativos anidnicos sdo aqueles que se dissociam em ions carregados negativamente
quando em solucdo aquosa e € justamente esta carga negativa que proporcionara sua capacidade
emulsionante. Apesar de ser vantajoso pelo baixo custo, sdo restritos a preparacdes de uso
externo devido a sua toxicidade. Os cationicos, por outro lado, se dissociam formando céations,
quando em solucdo aquosa, e também sdo tdxicos, além de sua natureza catidnica possuir
propriedade antisséptica que é muitas vezes aproveitada para formulagGes com esta finalidade.
Tanto os tensoativos catidnicos quanto os aniénicos produzem emulsdes ou MEs do tipo O/A
que muitas vezes necessitam de um agente cotensoativo ndo-iénico para melhorar a estabilidade
da formulagdo (AULTON, 2005; DALTIN, 2011). Os tensoativos ndo-iénicos por sua vez, nao
se dissociam em ions quando em solucdo aquosa e, por este motivo, sdo compativeis com
qualquer outro tipo de tensoativo (DALTIN, 2011), sendo capazes de estabilizar MEs tanto do
tipo A/O quanto do tipo O/A. As vantagens particulares dos ndo-iénicos em relacdo aos outros
séo as baixas toxicidade e irritabilidade e, por isso, costumar ser utilizados em preparages orais
e parenterais; possuem também maior grau de compatibilidade com diversas substancias,
quando comparados aos tensoativos catidnicos e aniénicos, sendo ainda menos sensiveis as
alteracdes de pH ou a adicdo de eletrolitos (AULTON, 2005).

A selecdo dos tensoativos e cotensoativos pode ser feita empiricamente pelo método do
EHL, que consiste em calcular a medida das contribuicdes relativas das regies hidrofilas e
lipofilas da molécula, ou seja, calcula as quantidades de tensoativos necessarias a producéo de
emulsdes/MEs fisicamente mais estaveis para uma determinada combinacdo de 6leo e agua
(FLORENCE; ATTWOOQD, 2003; AULTON, 2005). Portanto, a orientacdo para sistemas O/A
ou A/O é dependente das propriedades fisico-quimicas do tensoativo, traduzidas principalmente
pelo seu EHL (OLIVEIRA et al., 2004). Quando se trata da escolha do tensoativo adequado a
um sistema microemulsionado, esta pode ser realizada com base no carater hidrofilico do
mesmo. Para a obtencdo de uma ME do tipo A/O, o tensoativo de escolha deve ser mais
hidrofébico. Em contrapartida, um tensoativo de carater hidrofilico possibilita a obtencdo de
MEs do tipo O/A (ROSSI et al., 2007). Apesar do recurso do EHL, é dificil prever exatamente
quais combinacdes de surfactante/cossurfactante e 6leo serdo capazes de produzir MEs. Além
disso, este método falha por ndo predizer a quantidade de tensoativo necesséria a emulsificacao,
nédo considera os efeitos da temperatura, da presenca de eletrélitos no meio e da contribuicéo
dos outros constituintes, e apresenta limitagdes para os tensoativos i6nicos (SILVA et al.,

2015). Dai a relevancia da construcao dos diagramas de fases para encontrar as regides de ME.
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O proposito de usar o agente cotensoativo e fazer com que a fluidez interfacial aumente,
permitindo ao filme interfacial uma flexibilidade suficiente para absorver diferentes curvaturas
necessarias a formacdo da ME numa vasta gama de composi¢des. Ao adentrar nos espacos
vazios entre as moléculas do filme surfactante, o cosurfactante cria um filme desordenado,
porém mais preenchido, que reduz ainda mais a tensao interfacial e, assim, melhora a fluidez
da interface. Para tanto, normalmente os alcoois de cadeia curta sdo os cotensoativos de escolha
para compor as MEs, tendo em vista que a incluséo de alcodis de comprimento de cadeia média
limita o uso potencial da formulacdo, devido as suas propriedades tdxicas e irritantes
(KARASULU, 2008; AZEEM et al., 2009).

A fase oleosa deve ser escolhida apropriadamente, pois implica diretamente na selecéo
dos outros compostos para a ME. Deve-se considerar dois importantes fatores antes de
selecionar a fase oleosa mais adequada: o potencial de solubilizacdo do 6leo para a substancia
e 0 Oleo selecionado deve facilitar o0 aumento da regido de formacdo de ME. Os dleos que
possuem cadeias de hidrocarbonetos mais curtas sdo mais faceis de microemulsificar quando
em comparacgdo aos 0leos de cadeias longas, pois a capacidade de solubilizar grupos lipofilicos

de um 6leo é proporcional ao comprimento de sua cadeia (SAHU et al., 2015).

Apesar da dgua purificada ser mais comumente usada como fase aquosa, esta pode conter
ainda ingredientes ativos hidrofilicos e conservantes. O pH da fase aquosa precisa sempre ser
ajustado, pois pode causar impacto consideravel no comportamento de fase das MEs. Por este
motivo, algumas solugdes tampdo sdo usadas como fase aquosa por alguns pesquisadores
(KUMAR et al., 2011; SAINI et al., 2014).

A temperatura geralmente exerce efeito sobre a formacéao e regido de ME, pois 0 EHL
dos surfactantes pode mudar com a temperatura e desestabilizar a interface do surfactante.
Logo, é um pardmetro extremamente importante na determinagao do tamanho efetivo da cabeca
polar de surfactantes ndo-iénicos, pois, em baixa temperatura, eles sdo hidrofilicos e formam
sistemas O/A, enquanto que em temperaturas mais altas, eles se tornam mais lipofilicos e
formam sistemas A/O. Em uma temperatura intermediaria, a ME coexiste com o excesso de
agua e com as fases oleosas e forma uma estrutura bicontinua. Portanto, a estabilidade da
formulacdo da ME final deve sempre ser avaliada dentro das faixas de temperatura de
armazenamento e aplicagdo (KARASULU, 2008; SINGH et al., 2011).

Portanto, ao se planejar o desenvolvimento de uma ME, varios pardmetros precisam ser

bem avaliados de antemao para se obter a melhor formulagéo, tendo em vista a prépria escolha
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da composicdo dos constituintes, em que se deve atentar para: o cuidado de optar por
tensoativos que ndo apresentem risco de toxicidade; verificar qual a razdo C/T ideal entre eles;
a escolha das fases oleosa e aquosa, que devem ser direcionadas conforme a via de
administracdo pretendida, podendo-se lancar mao de fase oleosa sintética, 6leos fixos ou
essenciais, ou, no caso da incorporacdo de farmacos, deve-se atentar para a solubilidade do

mesmaos.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Teste de miscibilidade e selecdo dos componentes

A miscibilidade dos 6leos essenciais com os demais componentes da formulacéo (Quadro

2.2) foi acessada em um ensaio realizado em duas etapas:

1%) Gotejamento dos 0leos essenciais nos insumos (teor de 6leo essencial variando de 1%
até 50% da mistura): primeiramente, pesou-se 0,59 de cada insumo em um tubo de ensaio
contendo uma barra magnética. Depois, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, fez-se a adicdo
gota a gota do 6leo essencial em cada tubo, agitando-se a cada adicédo, até que o volume da
mistura atingisse uma proporc¢éo de 1:1 (0,59 de solvente: 0,5g de 6leo) ou até que houvesse
separacao entre as substancias, indicando que em tal propor¢do o insumo deixava de ser
miscivel no o6leo. Ao final de cada etapa, as amostras foram submetidas a centrifugagdo a
3500 rpm por cerca de 1 a 5 minutos para confirmar se ndo haveria separacao de fases.

2%) Gotejamento dos insumos nos Oleos essenciais (teor de leo essencial variando de
100% até 50% da mistura): nesta etapa fez-se o procedimento inverso, pesando-se 0,5g dos
0leos essenciais e gotejando-os com cada um dos insumos, até que o volume da mistura
atingisse uma proporcdo de 1:1 (0,59 de solvente: 0,59 de 6leo) ou antes, caso houvesse
visualizagdo de separagdo entre as substancias. Foram considerados misciveis 0s sistemas que
ndo apresentaram separacdo de fases apds serem submetidos a centrifugagdo a 3500 rpm por

cerca de 1 a 5 minutos.

Quadro 2.2. Insumos estudados para compor as MEs.

CLASSIFICAQAO INSUMOS FORNECEDOR
Acido Oleico (AO)
Fase Oleosa — - SIGMA-ALDRICH®
Miristato de Isopropila (M)
Kolliphor® EL (KEL) SIGMA-ALDRICH®
Tensoativo Tween®80 (TW80) OPCAO FENIX
Tween® 20 (TW20) VETEC
Transcutol®P (TOLP) SIGMA-ALDRICH®
Propil i i
Cotensoativo p : enogllt':(?l 400 (PG) Proguimiose
Alcool Etilico (AE) BIOTEC®
Alcool Isopropilico (Al) Proquimios®
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2.2.2 Construcao dos diagramas

Para a construcdo dos diagramas de fases pseudoternarios foram estudadas as variaces
entre tensoativos (KEL, TW80 e TW20), cotensoativos (AE, Al, PG e TOLP) e fases oleosas
(AO e MI).

Para a delimitacéo de cada regido de Winsor, foram preparados pontos em tubos de ensaio
contendo um agitador magnético e massas pré-determinadas de tensoativo (T), cotensoativo (C)
e Oleo, pesadas em balanca analitica, conforme a propor¢do adotada em cada ponto (Tabela
2.1). Em seguida, gotas de agua destilada foram tituladas dentro do tubo até que o sistema
passasse de limpido para turvo, sinalizando a saida da regido de ME. Em seguida, o tubo de
ensaio era submetido a centrifugacdo (CENTRIBIO®80-2B) por cerca de 10 a 30 minutos a
3500 rpm para visualizar a ocorréncia ou ndo de separagcdo de fases e classificar 0 novo
equilibrio de acordo com a classificacdo de Winsor. O percentual de cada componente ao final
das titulagdes foi calculado para cada ponto e a plotagem dos pontos foi realizada com o auxilio
do software Origin 6.0.

Tabela 2.1. Proporcéo pré-estabelecida entre 0s componentes antes da
titulacdo, considerando a razdo C/T de 1:1.

Ponto CIT C() | T(g Oleo (g) Total
1 100 % 0,5 0,5 0% O0g 19
2 90 % 0,45 0,45 10 % 0,1g 19
3 80 % 0,40 | 040 | 20% | 029 | 1g
4 70 % 035 | 035 | 30% | 03g | 1g
5 60 % 0,30 0,30 40 % 0,449 19
6 50 % 0,25 0,25 50 % 0549 1g
7 40 % 020 | 020 | 60% | 06g | 1g
8 30 % 0,15 0,15 70 % 0,79 19
9 20 % 0,10 0,10 80 % 0,89 1g
10 10 % 0,05 | 005 | 90% | 09g | 1g
11 5% 0,025 | 0,025 %% | 09¢g 19
12 0% 0 0 100 % 1 1g

2.2.3 Incorporacao dos 6leos essenciais nas microemulsdes

Pontos contendo 5% de fase oleosa (acido oleico e miristato de isopropila) em sua
composicdo, foram selecionados para o preparo das “formulagdes bases” referentes ao

Diagrama 1. Em seguida, foram estabelecidas, para os outros Diagramas (2 ao 10), proporgdes
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de combinacdo entre acido oleico e dleo essencial até que este Gltimo pudesse substituir
completamente o &cido oleico nas formulagdes bases formadas e compor inteiramente a fase

oleosa de cada uma delas.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Teste de miscibilidade

Segundo a 5% edicdo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2016), o termo miscivel é
empregado para descrever um liquido ou gas que produza uma mistura homogénea ao ser
misturado em qualquer proporgéo com o solvente indicado no mesmo estado fisico. A execucéo
deste teste partiu deste principio conceitual de miscibilidade, propondo verificar todas as
proporcles possiveis em que as substancias testadas se dissolvessem nos 0Oleos essenciais
selecionados. Além disso, o estudo prévio da miscibilidade é importante, pois aumenta o
sucesso de obtencdo de regides microemulsionadas quando os componentes forem misturados

na proporcao correta.

O Quadro 2.3 demonstra os resultados observados do teste para cada Oleo essencial,
verificando-se que tanto o dleo essencial de M. officinalis quanto o de C. citratus foram
misciveis (em todas as proporcdes) em todos os insumos testados, a excecao do propilenoglicol,
no qual os 6leos ndo apresentaram nenhuma miscibilidade. Por essa razao, o propilenoglicol foi

descartado e ndo foi empregado como cotensoativo no desenvolvimento dos diagramas de fases.

Quadro 2.3. Teste de miscibilidade dos 6leos de erva-cidreira e capim-limdo com
os demais constituintes das MEs.

Aspecto da mistura gerada
Insumo . L Cymbopogon citratus
Melissa Officinalis L. (D.C.) Stapf
Acido oleico
Miristato de isopropila
Kolliphor® El
Transcutol® P Homogéneo Homogé
Tween® 20 g geneo
Tween® 80
Alcoool isopropilico
Alcool etilico
Propilenoglicol Bifésico Bifasico
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2.3.2 Construcédo dos diagramas de fases

As MEs, dentro de um sistema, podem se formar em vérias combinagfes entre os
constituintes, principalmente quando a quantidade de tensoativos for elevada. Por isso, é
importante determinar a regido em que as MEs se formam dentro dos diagramas
pseudoternarios (TENJARLA, 1999). Além das regides microemulsionadas (WIV), foram
delimitadas outras regiGes que correspondem a areas de WII, gel, emulsdo classica e a uma
regido onde havia total separacéo dos constituintes que foi denominada de O + A + C/T (6leo
+ agua + cotensoativo/tensoativo). A Figura 2.6 mostra as diferentes fases formadas nos
diagramas. O Quadro 2.4 descreve todos os sistemas estudados, cujos diagramas encontram-se

representados pelas Figuras 2.7 a 2.10. Para todos os diagramas, adotou-se a razdo C/T de 1:1.

Figura 2.6. Fotografias ilustrando todas as fases formadas. 1. WII; 2. Emulsdo classica; 3. Gel,
4. Separacéo dos constituintes (O + A + C/T); 5. ME (WIV). Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Quadro 2.4. Composic¢do estudada em cada diagrama.

Diagrama Cotensoativo Tensoativo Fase Oleosa
1 Alcool etilico Kolliphor® EL Miristato de isopropila
2 Alcool etilico
3 Alcool isopropilico Kolliphor® EL
4 Transcutol® P
5 Alcool etilico
6 Alcool isopropilico Tween® 80 Acido oleico
7 Transcutol® P
8 Alcool etilico
9 Alcool isopropilico Tween® 20
10 Transcutol® P
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Os Diagramas 1 e 2 (Figura 2.7) foram construidos com 0s mesmos componentes, exceto
pela fase oleosa, que € miristato de isopropila no primeiro e acido oleico no segundo. Observa-
se que o Diagrama 2 apresentou uma regido de WIV muito maior em relacdo ao Diagrama 1,
comprovando que o acido oleico é capaz de gerar uma area de ME muito maior do que o
miristato de isopropila. Além disso, houve formacéo de regides de W1l em ambos os sistemas,
entretanto, no Diagrama 2, foram visualizadas regides de emulsdo classica e gel (estas regides
serdo discutidas adiante), além da diminuicdo da area onde nenhum sistema emulsionado foi
encontrado (O + A + C/T). Por essa razdo, o miristato de isopropila foi preterido e os demais

diagramas foram construidos empregando apenas o &cido oleico como fase oleosa.

25%
75%

O+A+C/T

100%

100% 75% 50% 25% 0 100% 75% 50% 25% 0

Agua Agua

Figura 2.7. llustracdo demonstrando a composicao e as fases dos Diagramas 1 e 2. Diagrama 1: fase oleosa =
miristato de isopropila; fase aquosa = 4gua; tensoativo = Kolliphor® EL; cotensoativo = etanol. Diagrama 2: fase
oleosa = acido oleico; fase aquosa = agua; tensoativo = Kolliphor® EL; cotensoativo = etanol. Fases formadas:
WII, WIV, gel, emulsdo classicae O + A + C/T.

Comparando-se o Diagrama 2 (Figura 2.7) com os Diagramas 3 e 4 (Figura 2.8) pode-se
inferir sobre a interferéncia do cotensoativo, visto que 0s demais componentes (agua, tensoativo

e fase oleosa) sdo os mesmos (Quadro 2.4).

Quando o Kolliphor® EL é empregado como tensoativo, o uso de Transcutol® P como
cotensoativo (Diagrama 4) gerou a menor area de ME, ao passo que o etanol e o alcool
isopropilico produziram regides maiores, porém semelhantes. Por isso, para a construcdo dos
proximos diagramas, optou-se por trocar de tensoativo, mas manter o teste com os 3

cotensoativos (etanol, isopropanol e Transcutol®P).
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Figura 2.8. llustragdo demonstrando a composic¢éo e as fases dos diagramas 3 e 4. Diagrama 3: fase oleosa =
acido oleico; fase aquosa = agua; tensoativo = Kolliphor® EL; cotensoativo = alcool isopropilico. Diagrama 4:
fase oleosa = é4cido oleico; fase aquosa = agua; tensoativo = Kolliphor® EL; cotensoativo = Transcutol®P. Fases
formadas: WII, W1V, gel, emulséo cléassicae O + A + C/T.

Comparando-se os Diagramas da Figura 2.9 (Tween® 80 como tensoativo) com os da
Figura 2.8 (Kolliphor® EL como tensoativo), e guardando-se, ainda, a devida equivaléncia entre
cada cotensoativo (comparar as duplas de diagramas: 2 com 5, 3 com 6 e 4 com 7), nota-se que
houve alteracdo do tamanho e ocorréncia das regides de WII, emulsdo cléssica e gel. Na area
das MEs, que é a regido de interesse neste estudo, ndo houve grandes alteracGes e, por isso,
qualquer discussdo sobre vantagem e desvantagem de uma sobre a outra s6 serd contemplada
no topico 4.1.1, apds a caracterizacao fisico-quimica de cada uma delas. O mesmo pode ser dito
ap6s comparacéo dos Diagramas da Figura 2.10 (Tween® 20 como tensoativo), visto que houve
alteracGes significativas na disposicao e nas areas das regides, exceto para a area de ME, que
continuam semelhantes entre si, quando respeitada a comparacao apenas entre os diagramas
com 0 mesmo cotensoativo (comparar os trios de diagramas: 2 com5e 8; 3com 6 e 9; 4 com
7 e 10).
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Figura 2.9. llustracdo demonstrando a composi¢éo e as fases dos diagramas 5, 6 e 7. Diagrama 5: fase oleosa =
acido oleico; fase aquosa = agua; tensoativo = Tween® 80; cotensoativo = etanol. Diagrama 6: fase oleosa = 4cido
oleico; fase aguosa = agua; tensoativo = Tween® 80; cotensoativo = alcool isopropilico. Diagrama 7: fase oleosa
=4cido oleico; fase aguosa = agua; tensoativo = Tween® 80; cotensoativo = Transcutol®P. Fases formadas: WII,
WIV, gel, emulsdo cléssicae O + A + C/T.
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100% 0

100%
100% 75% 50% 25% 0
Agua

@ 100% 0 100% 0

Figura 2.10. llustracdo demonstrando a composicdo e as fases dos diagramas 8, 9 e 10. Diagrama 8: fase oleosa
= 4cido oleico; fase aquosa = agua; tensoativo = Tween® 20; cotensoativo = etanol. Diagrama 9: fase oleosa =
acido oleico; fase aquosa = 4gua; tensoativo = Tween® 20; cotensoativo = alcool isopropilico. Diagrama 10: fase
oleosa = 4cido oleico; fase aquosa = gua; tensoativo = Tween® 20; cotensoativo = Transcutol®P. Fases formadas:
WII, WIV, gel, emulsdo cléssicae O + A + C/T.
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A excecio do Diagrama 1, que usou miristato de isopropila como fase oleosa, todos 0s
outros nove diagramas, que tiveram como fase oleosa o &cido oleico, formaram regiGes de géis

e emulsdes classicas.

A formagc&o da fase gel esta relacionada a estrutura molecular do acido oleico. Comelles,
Sanchez-leal e Gonzéalez (2005), em um estudo que avaliou a influéncia da estrutura de &cidos
graxos na formacdo de géis transparentes com estrutura de cristal liquido lamelar a partir de
sistemas compostos por um surfactante aniénico (éter oleil fosfatado 3 EO), acidos graxos, éter
etilico de dietilenoglicol e 4gua, constataram que géis transparentes de cristal liquido somente
podem ser preparados com acidos graxos insaturados, pois as suas condi¢des de formacéo estéo
intimamente relacionadas com a sua estrutura molecular. Ao comparar os &cidos palmitoleico
e oleico, ambos com uma ligacao dupla, mas com cadeias alquilo C16 e C18, respectivamente,
diferencas notaveis foram observadas, enquanto que na comparagdo entre os &cidos oleico e
linoleico, ambos com o mesmo nimero de atomos de carbono na cadeia alquilica, mas com
diferentes graus de insaturacdo (uma e duas ligacOes duplas, respectivamente), as diferencas
ndo foram significativas. Dessa forma, ficou evidenciado que o fator predominante para a
formacdo de géis é o comprimento da cadeia de carbono e ndo o seu grau de insaturacdo. Outra
questdo importante observada neste estudo foi que a formacao do cristal liquido nédo era possivel
na auséncia de alguns dos quatro componentes (surfactante, acido graxo, glicol ou 4gua), sendo
todos eles indispensaveis para formar as estruturas de cristal liquido monofasico. Os autores
ainda afirmam que o excesso ou a falta de qualquer um desses componentes levara a uma

separacao de fases.

Somado a isto, pode-se dizer que, outro fator capaz de contribuir junto ao acido oleico
para a formacdo de gel é a préopria quantidade de cotensoativos e tensoativos da formulacdo
(razdo C/T). Segundo Muzaffar, Singh e Chauhan (2013), um outro importante papel dos
cotensoativos é destruir as estruturas cristalinas liquidas ou gelificadas que poderiam prevenir
a formacdo de ME. Daltin (2011) afirma que isto ocorre devido ao carater anfifilico dos
cotensoativos, que faz com que eles sejam conduzidos para a regido entre as moléculas de
tensoativo, onde causam uma desordem na mistura de tensoativo e dgua nas interfaces. Além
disso, visto que a associacdo entre as moléculas de tensoativos, em particular as espécies
ibnicas, contribui para a formacdo de géis, entdo, misturar diferentes tipos de surfactentes faz
com que as partes distintas de suas moléculas ndo encontrem um bom encaixe em conjunto
como estruturas organizadas (géis) e isso € reforcado também pela desordem geomeétrica

popiciada pelos cotensoativos.
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2.3.3 Selegdo das microemulsdes

Para a selecdo das MEs, optou-se por escolher pontos dentro da area de ME de cada um
dos diagramas para gerar goticulas do tipo O/A (de forma que o0s 6leos ficassem na fase interna
das goticulas, protegidos contra oxidacdo e volatilizagdo) e com o menor teor possivel de
tensoativos (para baratear o custo do produto). Para a fase oleosa, foi padronizado um
percentual de 5% em todas as formulacdes para favorecer o estudo comparativo da atividade
antiflngica, que sera apresentada e discutida no préximo capitulo. Cada diagrama gerou uma
formulacéo, que foram nomeadas de pontos A a I, conforme demonstra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Composicdo dos pontos selecionados dentro das regides de ME de cada um dos dez diagramas
pseudoternarios.

Composicao
DIEGETE | e Tensoativo Cotensoativo REZED Fasg aquosa nge olgosa
CIT (agua) (ac. oleico)
2 A Kolliphor® EL Alcool Etilico 45% 50% 5%
3 B Kolliphor®EL | Alcool Isopropilico 40% 55% 5%
4 C Kolliphor® EL Transcutol®P 55% 40% 5%
5 D Tween®80 Alcool Etilico 45% 50% 5%
6 E Tween® 80 Alcool Isopropilico 33% 62% 5%
7 F Tween® 80 Transcutol®P 55% 40% 5%
8 G Tween® 20 Alcool Etilico 40% 55% 5%
9 H Tween® 20 Alcool Isopropilico 35% 60% 5%
10 I Tween®20 Transcutol®P 50% 45% 5%

Pode-se observar que os pontos G, H e | foram os que apresentaram menor teor de C/T e,
por essa razdo, foram selecionados para a etapa seguinte de incorporacdo dos 6leos essenciais
de M. officinalis e C. citratus. Para ndo deixar de testar o comportamento das MEs contendo
outros tensoativos, escolheu-se para seguir também o ponto B (com Kolliphor® EL) e ponto E
(com Tween® 80), ambos com alcool isopropilico como cotensoativo, pois foram os que

exigiram menor teor de C/T para a formacéo das MEs.

2.3.4 Incorporacdo dos 6leos essenciais nas microemulsdes

A incorporacado dos 6leos essenciais foi realizada em sua totalidade, ou seja, foi possivel

realizar a substituicdo por completo do acido oleico nas formulagdes base (0), tanto pelo 6leo
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essencial de M. officinalis (m) quanto pelo 6leo de C. citratus (c), sendo que as formulacGes
passaram a conter 5% de cada Oleo essencial ou 2,5% de cada 0Oleo, quando estes foram
combinados em uma mistura 1:1 como fase oleosa. Com base nisso, foram preparadas quinze
MEs, dentre as quais cinco continham éleo essencial de M. officinalis, outras cinco continham
6leo essencial de C. citratus e as ultimas cinco tiveram como fase oleosa a mistura 1:1 de ambos

0s 6leos. A Tabela 2.3 demonstra a concentragdo dos componentes de todas essas formulacgdes.

ApOs a incorporacdo, percebeu-se que as formulacdes permaneceram com suas
caracteristicas macroscopicas de transparéncia e fluidez caracteristicas das MEs, porém o aroma
dos Oleos essenciais prevaleceu sobre os odores dos surfactantes e suas coloragdes foram

alteradas devido ao aspecto amarelado dos 6leos essenciais, conforme mostra a Figura 2.11.

Essas formulagbes foram encaminhadas para o teste de atividade antifingica contra os
fungos Candida albicans e Trichophyton rubrum, o que sera discutido no préximo capitulo. As
formulacBes mais ativas no teste de susceptibilidade antifingica serdo caracterizadas em

ensaios fisico-quimicos e de citotoxicidade, discutidos no Capitulo 4.

BD Bm Bc Bmfc EO Em Ec Em+c
GO Gm Gc Gm+c HD Hm Hc Hm+=
= e o = Uy

Figura 2.11. Fotografias das formulacfes bases e com 6leos essenciais de M. officinalis e C.
citratus incorporados a 5% como fase oleosa. Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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Tabela 2.3. Composicdo das formulagdes bases e das formulagBes contendo 6leos essenciais de
M. officinalis e C. citratus incorporados como fases oleosas.

Amostra Fase Oleosa Cotensoativo | Tensoativo Fase
Aquosa
B, acido oleico
5%
B oleo M. officinalis slcool
m 5% icopronilico Kolliphor®EL | Agua
B Oleo C. citratus p2050 20% 55%
¢ 5%
B oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
mre 2,5% 2,5%
E, acido oleico
5%
E oleo M. officinalis slcool )
m 5% isopronilico Tween®80 Agua
c 6leo C. citratus fe é’% 16,5% 62%
C 5% ]
E oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
mre 2,5% 2,5%
Go amdg 030Ie|co
G 6leo M. officinalis )
" 5% alcool etilico Tween® 20 Agua
G 6leo C. citratus 20% 20% 55%
¢ 5%
G oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
mre 2,5% 2,5%
acido oleico
Ho 5%
H 6leo M. officinalis alcool )
" 5% isopronilico Tween®20 Agua
H 6leo C. citratus 57 5?% 35% 60%
C 5% ]
H oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
mre 2,5% 2,5%
acido oleico
lo 5%
| 6leo M. officinalis )
" 5% Transcutol® P | Tween®20 Agua
I oleo C. citratus 25% 25% 45%
¢ 5%

oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
2,5% 2,5%
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CAPITULO 3: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DAS
MICROEMULSOES

3.1 REVISAO DE LITERATURA

As formas farmacéuticas convencionais normalmente ndo sdo capazes de fazer com que
substancias farmacologicamente ativas alcancem concentracao considerdvel no tecido alvo do
organismo, pois, entre o local de administragdo e o sitio onde deve exercer seu efeito
farmacoldgico, ha inimeras barreiras bioldgicas que submetem os tecidos aos efeitos
iminentemente toxicos dos farmacos (OLIVEIRA et al., 2004; CONSTANTINIDES, 1995).
Pensando nisso, ao longo dos anos, pesquisas vem sendo realizadas com o intuito de investigar
a viabilidade do uso das MEs como veiculos para o desenvolvimento de novos sistemas de
veiculacdo e liberagdo de farmacos (VANDAMME, 2002).

A formulagdo microemulsionada tem obtido grande notoriedade na éarea farmacéutica,
devido a sua capacidade de melhorar a eficacia terapéutica dos farmacos, pois possibilita a taxa
controlada de liberacdo da mesma, retardando, assim, a sua degradacédo, além de minimizar os
efeitos colaterais toxicos do farmaco, por sua especificidade de alvo (JADHAYV et al., 2006;
MISHRA; PANOLA; RANA, 2014).

As propriedades especificas dos sistemas microemulsionados estdo relacionadas
principalmente a sua grande area interfacial com baixa tensdo, ao pequeno tamanho de
goticulas, a baixa viscosidade e ao alto poder de solubilizacdo para farmacos lipofilicos,
hidrofilicos e anfifilicos (GUIMARAES et al., 2014). Um grande atrativo a inddstria
farmacéutica estd na capacidade das MEs de solubilizar substancias hidrofilicas e lipofilicas
simultaneamente, fator ocasionado pela presenca dos tensoativos, que aumentam a
permeabilidade da membrana celular, facilitando a absorcdo do farmaco e possibilitando
melhor biodisponibilidade do mesmo (CUNHA JUNIOR et al., 2003; MISHRA; PANOLA,;
RANA, 2014).

Ademais, em virtude da formacéo espontanea desses sistemas, fatores como intensidade
e duracdo da agitacdo, temperatura, tempo de emulsificacdo, dentre outros, podem ser evitados,
sendo possivel, também, a esterilizagdo por filtragdo por conta de sua baixa viscosidade. Do
ponto de vista econdmico, 0 uso de baixa quantidade de energia e de materiais de baixo custo

reduzem o custo de producdo destes sistemas. Sendo assim, particularidades como estas tornam
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as MEs bastante vantajosas do ponto de vista da producao farmacéutica (CUNHA JUNIOR et
al., 2003; LIMA et al., 2018).

O tratamento de infecc¢des fungicas por formas de dosagem topicas apresenta algumas
caracteristicas vantajosas em relacdo as vias de administracdo sistémicas, tais como a
possibilidade de acdo no local de aplicacdo, a reducdo do risco de efeitos secundarios a nivel
sistémico, o aumento da eficacia da terapia e a sua aceitacdo pelos pacientes. O uso de MEs
também pode aumentar a acdo local ou sistémica de medicamentos por diferentes mecanismos,
representando assim uma promissora alternativa a veiculagdo de antifingicos tdpicos
(JADHAV; SHETYE; KADAM, 2010). No caso das onicomicoses, a infec¢do fungica da unha
poderia ser tratada mais facilmente se uma formulacdo fosse aplicada na cavidade ungueal,
onde permaneceria por um periodo de tempo suficientemente capaz de fazer com que o
medicamento penetrasse no leito e na placa ungueais para combater o fungo causador da
doenca. Este feito seria totalmente possivel se o farmaco antifingico fosse carreado num

transportador coloidal de aplicacdo topica (BAROT et al., 2012).

Como ja mencionado no Capitulo 1, os 6leos essenciais sdo misturas complexas que
possuem compostos de diferentes naturezas quimicas. Alguns deles tém atividades fisiologicas
ou terapéuticas, podendo agir sozinhos ou em sinergia e, por conta disto, sdo amplamente
utilizados nas industrias farmacéutica, agrondmica, alimenticia e cosmética. Atualmente, o
interesse em Oleos naturais bioativos tem se intensificado principalmente devido as evidéncias
que revelam seu potencial em prevenir e tratar numerosas doencas humanas. (XAVIER-
JUNIOR et al., 2017). Contudo, a sua baixa solubilidade e estabilidade em agua, somado a sua
alta volatilidade e efeitos colaterais associados ao seu uso limitaram sua aplicacdo medicinal.
As micromeulsdes sdo uma interessante ferramenta para solucionar tais dificuldades, pois séo
capazes de assegurar o aumento da estabilidade quimica destes 0leos na presenca de ar, luz,
umidade e altas temperaturas, fatores que podem levar a rapida evaporacdo e a degradacao dos
compostos ativos (BILIA et al., 2014).

Em relacdo as MEs contendo 0leos essenciais e que visam a atividade antifingica ou o
tratamento de onicomicoses, a literatura demonstra que esse tipo de estudo é bastante escasso,
tendo em vista que a maioria das pesquisas estdo direcionadas a atividade antibacteriana dessas
formulagBes para aplicacdo na industria alimenticia e, além disso, geralmente as nanoemulsées
sdo os veiculos de escolha para incorporacdo destes 6leos. A Tabela 3.1 demonstra alguns

desses estudos.
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Tabela 3.1. Relacdo de alguns estudos que realizaram o desenvolvimento e avalicdo da atividade
antimicrobiana de MEs e outras dispersdes coloidais contendo 6leos essenciais.

Oleo essencial

Microrganismo

Aplicacao

SO EG (espécies) testado (industria) IS
Aspergillus flavus,
Aspergilus niger,
Listeria
. x monocytogenes,
Mlcroemquao € Allium sativum Escheri)::higa coli, Alimenticia El-Sayed et al.,
emulsdo 2017
Staphylococcus
aureus e
Salmonella
typhimirum
Nanoemulsges e Melal_euc_a T. rubrum Farmacéutica | Flores et al., 2013
nanocapsulas alternifolia
Microemulsédo Eugenia caryophyllus Pde_nl_cnllum Alimenticia He et al., 2016
igitatum
. x Cinnamomum cassia L. monocytogenes, . .. Ma, Davidson,
Microemulséo : Salmonella Alimenticia
e Thymus vulgaris . . Zhong e 2016
enterica e E. coli
M. officinalis,
E.caryophyllus,
M. alternifolia,
T. vulgaris,
Pelargonium
Emulsdo e graveolens, E coli Alimenticia Salvia-Truijillo et
Nanoemulsdo Origanum ' al., 2015
marjorana,
Cymbopogon martini,
A.rosaedora,
Salvia officinalis
e Mentha spicata
Lactobacillus
Nanoemulsao Hellar?thus-annuqs delbrueckii, Alimenticia Donsi et al., 2011
e Elaeis guineensis Saccharomyces

cerevisiae, E. coli

Tendo em vista que, na préatica clinica dermatoldgica, as onicomicoses representam 50%

de todos os disturbios que atingem as unhas, os antifingicos mais prescritos compreendem

formulacBes topicas de facil aplica¢do por parte do paciente e que tendem a aumentar a adesao

a terapéutica. Com isso, a busca por novos medicamentos tem sido intensificada, e, devido as

suas caracteristicas peculiares, os sistemas microemulsionados podem favorecer a cura e

reducdo dos sintomas da onicocomicose de uma maneira mais rapida e com menos propensao

ao surgimento de reagdes adversas do que as terapias convencionais atualmente disponiveis no
mercado (DEL ROSSO, 2014).



108

Diante do exposto, nota-se 0 qudo viavel pode ser esse tipo de veiculo no tratamento
topico das infe¢Bes flngicas, ainda mais quando se pensa nos antiflngicos disponiveis no

mercado, 0s quais ndo satisfazem por completo a demanda clinica.

No Capitulo 1 foi avaliada a atividade antifungica dos 6leos de A. rosaeodora, A.
parviflora, A. canelilla, O. cymbarum, C. camphora, P. nigrum, M. officinalis e C. citratus
frente a cepas de T. rubrum e C. albicans, principais responsaveis pelas onicomicoses. No
Capitulo 2 foram desenvolvidos e selecionados sistemas microemulsionados para a veiculacao
desses 6leos e, neste Capitulo, serd avaliada a atividade antifingica dessas MEs a fim de

verificar a influéncia do veiculo no aumento da atividade antifingica.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Avaliacao da concentragéo inibitoria minima (CIM)

Nesta etapa, as MEs contendo dleos essenciais e suas respectivas formulacdes bases,
selecionadas anteriormente no Capitulo 2, foram testadas através do ensaio de microdiluicdo
em caldo frente as cepas de C. albicans e T. rubrum, conforme procedimento descrito no item
1.2.2 do Capitulo 1. Para a diluicdo das MEs, foram realizados calculos considerando a
concentracdo da fase oleosa (6leos essenciais ou acido oleico) nas formulagdes para determinar
a quantidade necessaria de formulacéo que deveria ser tomada para se ter um valor equivalente
a 3,2 mg do 6leo. Logo, a massa de cada ME pesada para o teste foi de 64 mg, conforme

demonstrado no calculo abaixo:

5% de 0leo essencial ou acido oleico (5 mg) ----------- 100 mg de formulacéo (ME)
3,2mg ----------- X
100 - 3,2
X =
5
X = 64 mg de ME

As MEs que apresentaram maior potencial de inibicdo fangica, ou seja, que obtiverem
CIM com 100% de atividade inibitoria contra os fungos, foram escolhidas para posterior

caracterizacdo fisico-quimica.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os resultados dos testes de microdiluicdo em caldo das formulagcbes contra as cepas de

C. albicans e T. rubrum estdo demonstrados na Tabela 3.2.

Com relacdo as formulacdes bases (0), € possivel perceber que Eo, Go e lo foram as
formulacGes bases mais ativas contra a cepa de T. rubrum, ambas com CIM de
100 pg.mLt. Contudo, as formulagBes Bo e Ho também demonstraram expressiva atividade
antifingica, com CIM igual a 200 pg.mL™. Logo, de um modo geral, é possivel inferir que o
T. rubrum foi sensivel a todas as MEs bases, diferentemente da C. albicans, que ndo foi téo
sensivel a tais formulac@es. De alguma maneira o dermatéfito € mais susceptivel aos tensoativos

testados, e isso pode ter relagdo com as caracteristicas intrinsecas deste patégeno.

Ao comparar pontualmente as formulagdes bases com as formulagdes contendo os 6leos

essenciais de M. officinalis e C. citratus testadas contra o T. rubrum, pode-se verificar que:

e A substituicdo do acido oleico das By pelos respectivos 6leos essenciais ampliou a

atividade antifungica do sistema. Bo foi composta por alcool ispropilico (20%),
Kolliphor® EL (20%), &cido oleico (5%) e agua (55%), apresentando CIM de

200 pg.mL?t. As formulagdes contendo os 6leos essenciais de M. officinalis (Bm) e

C. citratus (Bc) foram as mais ativas, ambas com CIM de 50 pg.mL™.

e Na formulacdo Eo, a substituicdo do &cido oleico pelos 6leos essenciais ndo interferiu

na atividade antifdngica do sistema. Eo foi composta por alcool ispropilico (16,5%),
Tween® 80 (16,5%), éacido oleico (5%) e éagua (62%), apresentando CIM de

100 pg.mL1, enquanto as formulagdes contendo os 6leos essenciais de M. officinalis (Em)

e C. citratus (Ec) tiveram a mesma atividade antifingica (CIM 100 ug.mL).

e Na formulacdo Go, a substituicdo do 4cido oleico pelo 6leo de M. officinalis foi capaz

de aumentar a atividade antifangica do sistema. A formulagdo Go foi composta por alcool
etilico (20%), Tween® 20 (20%), &cido oleico (5%) e agua (55%) e apresentou CIM de

100 pg.mL. Por outro lado, as MEs contendo os dleos essenciais de M. officinalis (Gm)

e C. citratus (Gc) tiveram CIMs de 50 pg.mL'e 100 ug.mL?, respectivamente.
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Tabela 3.2. Atividade antifangica (CIM) e composicdo das formulag@es bases e das formulagdes contendo 6leos essenciais de M. officinalis e C. citratus.

Atividade Antiflingica das MEs

Composicao das formulagdes microemulsionadas

Amostras T. rubrum C. albicans
(MEs) ATCC 36232 ATCC 28189 Fase Oleosa Cotensoativo Tensoativo Fase Aquosa
CIM (pg.mL™) CIM (pg.mL?)
acido oleico
Bo 200 800 506
oleo M. officinalis
Bm >0 2L 5% alc. Isopropilico Kolliphor®EL Agua
Oleo C. citratus 20% 20% 55%
B. 50 200 505
oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
Bm+c 100 400 2.5% 2.5%
acido oleico
Eo 100 >800* 506
oleo M. officinalis
Em — S 5% alc. 1sopropilico Tween®80 Agua
Oleo C. citratus 16,5% 16,5% 62%
E. 100 100 506
oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
Emec 100 200 2.5% 2.5%
acido oleico
Go 100 >800* 506
oleo M. officinalis
Gm >0 S0 5% alc. Etilico Tween®20 Agua
Oleo C. citratus 20% 20% 55%
Gc 100 50 506
G 100 50 oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
m+C

2,5% 2,5%
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Tabela 3.2. (Cont.) Atividade antifingica (CIM) e composi¢do das formulagGes bases e das formulagdes contendo 6leos essenciais de M. officinalis e C. citratus.

Amostras

Atividade Antifangica das MEs

Composicao das formulagdes microemulsionadas

T. rubrum C. albicans
(MEs) ATCC 36232 ATCC 28189 Fase Oleosa Cotensoativo Tensoativo Fase Aguosa
CIM (pg.mL™?) CIM (ng.mL™?)
Ho 200 100 5% é&cido oleico
Ho 100 100 6leo M. ?)ffICInahS , N )
% alc. 1sopropilico Tween®20 Agua
H, 100 100 Oleo C;; 0;)Itratus 17,5% 17,5% 60%
oleo M. officinalis | 6leo C. citratus
Hmec 100 200 2.5% 2.5%
acido oleico
lo 100 400 50
6leo M. officinalis
I — A 5% Transcutol®P Tween®20 Agua
A 1 0 0 0,
I, 100 200 6leo C. citratus 25% 25% 45%
5%
6leo M. officinalis | 6leo C. citratus
Imec 100 400 2.5%% 250
Fluconazol 3,125 28 S T e e

* N4o houve atividade nas condigdes do ensaio avaliado.

Obs.: As formulagdes destacadas em grifo amarelo foram selecionadas para a caracterizacdo e teste de citotoxicidade que serdo discutidos no proximo Capitulo.
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e Substituir o acido oleico das Ho pelos respectivos 6leos essenciais ampliou a atividade

antifingica do sistema. Ho foi composta por alcool isopropilico (17,5%), Tween® 20
(17,5%), acido oleico (5%) e agua (60%), e demonstrou CIM de 200 pg.mLt, enquanto

as MEs contendo os 0leos essenciais de M. officinalis (Hm) e C. citratus (Hc) tiveram a
mesma CIM de 100 ug.mL™.

e Substituir o acido oleico das lp pelos respectivos 6leos essenciais ndo interferiu na

atividade antifingica do sistema. lo foi composta por Transcutol® P (25%), Tween® 20
(25%), acido oleico (5%) e agua (45%) e teve CIM de 100 ug.mL*; ndo obstante, as

formulag6es contendo os 6leos essenciais de M. officinalis (Im) e C. citratus (Ic) também

apresentaram CIM de 100 ug.mL™.

Em relacdo as MEs contendo os 6leos essenciais de M. officinalis ou C. citratus como
fase oleosa, aquelas que se revelaram mais ativas contra o T. rubrum foram as Bm, Bc € G,
todas inibindo o fungo numa concentracdo de 50 pg.mL?. Estas formulacBes tiveram as
seguintes composicdes: Bm: (20%) alcool ispropilico, (20%) Kolliphor EL®, (5%) 6leo
essencial de M. officinalis e (55%) agua; Bc: (20%) élcool ispropilico, (20%) Kolliphor EL®,
(5%) 6leo essencial de C. citratus e (55%) agua; Gm: (20%) alcool etilico, (20%) Tween 20®,
(5%) 6leo essencial de M. officinalis e (55%) agua.

Verifica-se que Bm e B¢ possuem exatamente a mesma composic¢éo, alterando apenas a
fase oleosa. J& Gm possui cotensoativo e tensoativo diferentes das outras MEs, porém as trés
formulagdes constituem o0 mesmo percentual de cotensoativo, tensoativo, 6leo e &gua e, além
disso, possuem um tensoativo ndo-idnico combinado a um alcool de cadeia curta (alcool
isopropilico ou alcool etilico) como cotensoativo, 0 que aprimora o sistema microemulsionado,
pois, segundo Gradzielski (1998), os alcoois de cadeia curta sdo capazes de diminuir
significativamente os modulos de flexdo da interface do sistema microemulsionado e isto, muito

provavelmente, amplia a capacidade antimicrobiana da ME.

Em relacédo a atividade das formulagdes bases contra C. albicans, é possivel perceber que
as MEs Bo, Ho e lo foram as Unicas com acéo efetiva, sendo que a formulacdo Ho foi a que
apresentou menor CIM (100 pg.mL™?) entre elas, enquanto que Eo e Go foram inativas contra
esta cepa (CIM > 800 ug.mL!). O alcool isopropilico esteve presente tanto na formulagdo Ho
quanto na Bo, e 0 Tween® 20 compds as formulagdes Ho e lo. Tendo em vista que a ME Ho foi

a mais ativa dentre todas e continha em sua formulacdo Tween® 20 e élcool isopropilico
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combinados, pode-se inferir que a atividade mais acentuada dessa ME se deve a combinacédo
destes compostos como tensoativo e cotensoativo. Isso explicaria porque as outras MEs nao

apresentaram atividade téo significativa.

Shahzadi e colaboradores (2014) prepararam uma ME contendo acido oleico como fase
oleosa, Tween® 20 como tensoativo, propilenoglicol como cotensoativo e dgua, e testaram a
sua atividade antifingica contra C. albicans pelo método de difusdo em agar. Os autores
relataram que a formulacéo foi inativa contra a cepa, pois ndo apresentou zona inibitoria, o que
indica que os componentes da formulacdo ndo possuem acao fungicida. Chauhan, Muzaffar e
Lohia (2013) utilizaram o mesmo método para verificar a atividade antifingica contra
C. albicans de uma formulacéo contendo 6leo de canela como fase oleosa, agua, e mistura de
Span® 80 e do alcool isopropilico como surfactante e cosurfactante, respectivamente. Da

mesma maneira, tal ME ndo chegou a apresentar qualquer atividade inibitoria.

Essas pesquisas demonstraram que talvez a atividade encontrada no presente estudo nao
esteja relacionada unicamente a atividade isolada de um tensoativo ou cotensoativo, mas sim a
juncdo dos dois agentes de superficie. Por exemplo, o Tween® 20 esteve presente na
composicdo das duas formulacGes que foram mais ativas contra C. albicans: Ho e lo. A
formulacdo Ho apresentou a seguinte composicdo: Tween® 20 (17,5%), alcool isopropilico
(17,5%), acido oleico (5%) e dgua (60%). Ja a formulacdo lo foi composta por Tween® 20
(25%), Transcutol® P (25%), acido oleico (5%) e agua (45%). Isso torna evidente que a
combinacéo de Tween® 20 com alcool isopropilico, mesmo em menores proporgdes, pode ser

a causa da atividade antifungica pronunciada contra C. albicans no presente estudo.

Ao comparar pontualmente as formulagdes bases com as formulagGes contendo os 6leos

essenciais de M. officinalis e C. citratus testadas contra a levedura, pode-se verificar que:

e A formulacio base mostrou-se fracamente ativa contra o fungo, porém, ao substituir o

acido oleico das Bo pelos 6leos essenciais, a atividade antifungica do sistema foi

consideravelmente ampliada. Bo foi composta por Kolliphor® EL(20%), alcool

ispropilico (20%), 4cido oleico (5%) e agua (55%) e teve CIM de 800 pg.mL, enquanto
as formulagBes contendo os dleos essenciais de M. officinalis (Bm) e C. citratus (Bc)
demonstraram mesma atividade antifungica (CIM de 200 pg.mL™). Logo, Bme B¢ foram
4 vezes mais ativas contra C. albicans do que a formulagéo base deste sistema.

e Na formulacdo Eo, evidenciou-se que os 0leos essenciais foram responsaveis pela acao

antifungica do sistema microemulsionado, e gue o 6leo de M. officinalis teve ainda maior
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atividade contra C. albicans nessa ME. E foi composta por alcool ispropilico (16,5%),

Tween® 80 (16,5%), acido oleico (5%) e agua (62%) e ndo demonstrou atividade
antifingica na concentragdo méaxima testada (CIM > 800 ug.mL™?). No entanto, as MEs
contendo os 0leos essenciais de M. officinalis (Em) e C. citratus (Ec) tiveram CIMs de 50
e 100 pg.mL?, respectivamente.

e A substituicdo do &cido oleico pelos 6leos essenciais foi capaz de possibilitar a

atividade antifungica do sistema Go. A formulagcdo Go foi composta por alcool etilico
(20%), Tween® 20 (20%), acido oleico (5%) e agua (55%) e ndo demonstrou atividade

antifingica na concentragdo maxima testada (CIM > 800 pg.mLt), mas ambas as MEs
contendo os 6leos essenciais de M. officinalis (Gm) e C. citratus (Gc) demonstraram CIMs
de 50 pg.mL™,

e Substituir o acido oleico da formulacdo Ho pelos 6leos essenciais ndo interferiu na

atividade antifdngica do sistema microemulsionado contra C. albicans. Ho foi composta
por alcool isopropilico (17,5%), Tween® 20 (17,5%), acido oleico (5%) e agua (60%),

apresentando CIM de 100 pg.mL, enquanto as formulagdes contendo os 6leos essenciais

de M. officinalis (Hm) e C. citratus (Hc) tiveram a mesma CIM de 100 ug.mL™.

e A substituicdo do &cido oleico pelos éleos essenciais na formulacdo lp aumentou a

atividade antifungica do sistema, porém, nenhum dos 6leos se mostrou mais ativo que o

outro quando incorporados nessa ME. A formulagéo lo foi composta por Transcutol® P
(25%), Tween® 20 (25%), &cido oleico (5%) e agua (45%), apresentando CIM de 400
ug.mL?, enquanto ambas as MEs contendo os 6leos essenciais de M. officinalis (Im) e
C. citratus (lc) tiveram CIM de 200 pg.mL™.

Com relagdo as MEs contendo os 6leos essenciais de M. officinalis ou C. citratus como
fase oleosa, aquelas que se demonstraram mais ativas contra C. albicans foram as Em, Gm e Ge,

todas com CIM de 50 pg.mL1. Estas formulagdes tiveram as seguintes composigoes:

e En: alcool ispropilico (16,5%), Tween® 80 (16,5%), 6leo essencial (5%) de M.
officinalis e agua (62%);

e Gn: alcool etilico (20%), Tween® 20 (20%), 6leo essencial de M. officinalis (5%) e
agua (55%);

e Gq: alcool etilico (20%), Tween® 20 (20%), 6leo essencial de C. citratus (5%) e gua
(55%).
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Verifica-se que Gm e G¢ possuem a mesma composicao, alterando apenas a fase oleosa.
A Em, por sua vez, possui cotensoativo e tensoativo diferentes em relacdo as outras MEs, mas
todas tem em comum o fato de possuirem um tensoativo ndo-iénico combinado a um alcool de
cadeia curta (alcool isopropilico ou alcool etilico) como cotensoativo. Esta combinacéo
melhora a composicao do sistema, pois segundo Garti e colaboradores (2001), o lcool € capaz
de mudar a polaridade das fases polar e apolar e aumentar a flexibilidade da interface, o que
pode ampliar as propriedades da ME, inclusive de melhora da permeabilidade.

Frente ao exposto, as observagdes demonstraram que as MEs bases, sem o0s 0Oleos
essenciais na constituicdo, tiveram uma boa atividade, até bem mais expressiva do que as
atividades dos 6leos essenciais isolados, obtidas no Capitulo 1, tendo em vista que a CIM do
6leo essencial de M. officinalis correspondeu a 400 ug.mL* contra ambos os fungos e a CIM
de C. citratus foi de 800 e 400 ug.mL™ para a levedura e para o dermatéfito, respectivamente.
Isso s6 reforga o fato de que as MEs atuam como agentes antimicrobianos autoconservantes per
se (FRIBERG; LIANG, 1984).

O autor Zhang e seus colaboradores (2010) obtiveram um sistema microemulsionado
contendo monolaurato de glicerol como fase oleosa, etanol como cosurfactante, Tween® 40
como surfactante, diacetato de sédio e agua e ainda verificaram suas atividades antimicrobianas
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, C. albicans, Aspergillus niger
e Penicillium expansum, através do ensaio de difusdo em meio solido. A cinética de morte
demonstrou que a ME causou uma perda completa da viabilidade de células bacterianas em 1
minuto, destruindo mais de 99% de esporos de A. niger e P. expansum e 99,9% de células de
C. albicans dentro de 2 min, mas ocasionou perda completa da viabilidade dos fungos em 5
min. O estudo confirmou que a membrana citoplasmatica celular é o alvo de acdo da ME, pois,
ao interagir com as membranas microbianas, gera ruptura na estrutura e disfuncdo das

membranas.

De todas as MEs testadas, a que foi considerada melhor no critério de atividade
antifingica foi a formulagdo Gm, pois apresentou CIM de 50 pg.mL, tanto contra C. albicans
como para T. rubrum, e teve sua formulagdo composta por: Tween® 20 (20%), alcool etilico
(20%), 6leo essencial de M. officinalis (5%) e dgua (60%). Percebe-se que o Tween® 20, mesmo
em menores concentracfes, destacou-se em relacdo aos outros tensoativos e o alcool etilico

também se mostrou efetivo como cotensoativo, 0 que reforca a ideia que ja foi dita
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anteriormente de que um tensoativo, no caso ndo-idnico, combinado a um &lcool de cadeia

curta, formam sistemas microemulsionados mais promissores.

El-sayed e colaboradores (2017) utilizaram o método de difusdo em agar para verificar a
avaliacdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Allium sativum (alho) de casca
roxa, quando diluidos em alcool isopropilico absoluto, nas concentragcdes de: 0,2% (m: 100
ug.mL1), 0,4% (m: 200 pg.mL™?), 0,6% (m: 300 pg.mL?), 0,8% (m: 400 pg.mL?) e 1,0% (m:
500 pg.mL?) (m/v). As misturas do 6leo essencial e do éalcool demostraram atividade
antimicrobiana dose-dependente contra as bactérias patogénicas e fungos testados na pesquisa,
dentre eles os fungos A. niger e A. flavus. Para o A. niger, as zonas inibitorias produzidas a
partir das concentracdes das diluicdes utilizadas foram de: 3,33 nm (0,2%), 5,17 nm (0,4%),
7,17 nm (0,6%), 10,17 nm (0,8%) e 12,83 nm (1,0%); por outro lado, as zonas de inibicédo frente
a cepa de A. flavus foram de: 6,17 nm (0,2%), 8,83 nm (0,4%), 11,83 nm (0,6%), 15,5 nm
(0,8%) e 20,17 nm (1,0%) .Esse estudo demonstrou a alta atividade antimicrobiana do alcool
isopropilico como veiculo, logo, pode-se presumir que sua atividade juntamente com o
tensoativo e o Gleo essencial de M. officinalis foi o que propiciou um aumento da atividade

antiflgica das MEs estudadas.

De um modo geral, a mistura de 6leos essenciais de M. officinalis e C. citratus em todas
as MEs testadas (Bm+c, Em+c, Gm+c, Hm+c € Im+c) N0 apresentaram maior acdo antifingica em
relacdo as formulagdes contendo apenas um dos 6leos essenciais, ou seja, nenhuma das misturas

mostrou-se mais vantajosa que o0 uso do 6leo sem associacdo (individualmente).

Né&o foram encontradas na literatura MEs utilizando os 6leos essencia de M. officinalis e
de C. citratus como fase oleosa, assim como também ndo foram encontrados estudos referentes
a mistura destes 6leos em sistemas microemulsionados, bem como a mistura dos 6leos isolados.
Contudo, pode-se pressupor que a redugdo da concentracdo de ambos os 6leos essenciais pela
metade (2,5% de M. officinalis e 2,5% de C. citratus) na composic¢do da fase oleosa das MEs,
tenha contribuido para que ndo houvesse um aumento da atividade antifungica, tendo em vista
que as MEs contendo apenas um dos 0leos essenciais (5% de 6leo na formulacdo) se mostraram

mais efetivas.

O aumento da atividade antifingica das MEs contendo Oleos essenciais de
M. officinalis ou C. citratus pode ser explicado pelo aumento da “solubilidade” dos 6leos
essenciais na fase aquosa, devido a reducédo da tenséo interfacial ocasionada pelos surfactantes

em associacdo com o cossurfactante, que auxiliam as goticulas dos 6leos essenciais a
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permanecerem englobadas nas pequenas goticulas de ME (<100 nm), podendo aumentar
potencialmente 0s mecanismos de absor¢do celular passiva do Oleo essencial
microemulsionado, reduzindo as resisténcias de transferéncia de massa e aumentando a
permeacao no microrganismo. Assim sendo, as micelas de surfactante em MEs também podem
levar ao aumento da permeabilidade na parede celular fungica e tornar os 6leos essenciais mais
eficazes, pois, ao passo que as micelas sdo adsorvidas a superficie da célula, a concentracéo do
6leo essencial aumentara nesse ponto (GAYSINSKY et al., 2005; GAYSINSKY et al., 2008;
BASAK; GUHA, 2017).

A partir dessas analises, a selecdo das MEs que seriam posteriormente caracterizadas
através de métodos fisico-quimicos foi pautada em escolher uma formulacéo de cada um dos
cinco pontos que apresentasse as menores atividades frente as cepas de C. albicans e T. rubrum,
simultaneamente. Dessa maneira, as MEs que atenderam a estes requisitos foram aquelas que
continham dleo essencial de M. officinalis como fase oleosa. As formulacdes destacadas em
grifo amarelo na Tabela 3.2 compreendem os pontos selecionados para a proxima etapa de
testes (Capitulo 4).
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CAPITULO 4: CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES E
TESTE DE CITOTOXICIDADE

4.1 REVISAO DE LITERATURA

As MEs sdo conceituadas como misturas transparentes, estaveis e isotropicas de 6leo,
dgua e surfactante, frequentemente em combinacdo com um coagente tensoativo
(LAWRENCE; REES, 2012) e, devido a possibilidade de diferentes tipos de estruturas, a
caracterizacdo das MEs é uma tarefa muito dificil. Por esta razdo, muitas técnicas foram
desenvolvidas para este propdsito e a combinacdo de mais de uma delas é necessaria para se ter
uma caracterizacdo confidvel (AZEEM et al., 2009). Dentre as técnicas mais empregadas na
caracterizagdo desses sistemas, estdo a determinagdo de: indice de refracdo (1), transmitancia
(T+), espalhamento dinamico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering), indice de polidispersao

(PDI - polydispersity index), potencial Zeta (§) e condutividade elétrica.

A transparéncia dos sistemas microemulsionados pode ser comprovada através da
daterminacdo do indice de refracdo e da transmitancia da amostra por espectrofotometria de
UV-vis.

O fendmeno da refracdo da luz (Figura 4.1) ocorre quando um feixe de luz sofre um
desvio de trajetdria e variacdo na velocidade ao incidir sobre outro meio transparente, que nao
0 ar. Sendo assim, o indice de refracdo é definido como a razdo entre a velocidade de radiacdo
de uma frequéncia particular no vacuo e a velocidade de radiacdo da mesma frequéncia no meio
incidido (SINKO, 2008.). Qualquer meio que apresente indice de refragdo proximo ao da agua,

significa dizer que o meio em questdo possui a mesma transparéncia e fluidez que a agua.

senbi

v . :. ni.2= senfr
1 s

meio 1

i= &ngulo de incidéncia

r = &ngulo de refragiio

N = normal pelo ponto de incidéncia

v, =velocidade da luz no vacuo (3.10°m.s™2)
v, =velocidade da luz no meio

n = indice de refragéio

meio 2

Figura 4.1. Demostracdo do fendmeno da refracdo da luz através da agua.
Fonte: Adaptado de BrasEq, 2018; Gil, 2010.
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A espectrofotometria de UV-vis também pode ajudar na avaliacdo da transparéncia de
sistemas liquidos. A relacéo existente entre a luz incidente (1;) e a luz emergente ou transmitida
(le) é denominada transmitancia e o valor maximo que pode imergir € de 100%, quando a
amostra ndo oferece nenhuma barreira a passagem da luz. Se determinada solucéo néo absorve
energia, le e litem o mesmo valor e, consequentemente, T, = 1 = 100%, o que significa dizer
que 0 meio é completamente transparente. A Figura 4.2 ilustra a técnica (CIENFUEGOS;
VAITSMAN, 2000).

Luz incidente Luz emergerte

) (1)

(Solucan)
Luz absorvida

Figura 4.2. Transmissdo e absorcéo da luz através de uma
solucdo. Fonte: Adaptado de Cienfuegos e Vaitsman, 2000.

Sabe-se que a distribui¢do do tamanho de goticulas € um dos parametros mais importantes
para caracterizar uma ME, tanto em termos de estabilidade quanto de consideragcfes
biofarmacéuticas (LU; GAO, 2010). O ensaio ¢ realizado pelo método de DLS (Figura 4.3),
que se trata de uma técnica rapida, robusta, ndo invasiva e estabelecida para medir o tamanho
(diametro) de particulas solidas ou goticulas liquidas — cuja escala varia de alguns nanémetros
a cerca de um micron — como também a distribuicdo de seus tamanhos em uma dada
“suspensdo”. Um experimento tipico de disperséo de luz baseia-se na exposicdo da amostra a
uma onda de luz monocromatica e um detector apropriado que é responsavel por detectar o

sinal de dispersdo da luz através da difusdo de particulas.

Dessa forma, quando o feixe de luz laser encontra a solucéo, a luz incidente se espalha
em todas as dire¢es em funcéo do tamanho e da forma de suas particulas ou goticulas (no caso
das MEs) e a intensidade de dispersdo da luz é entdo registrada pelo detector em um
determinado angulo. Na dispersdo de luz estética, a intensidade da luz difundida é analisada
como intensidade temporal, que fornece informacdes Uteis sobre o peso molecular e o raio de
rotacdo das particulas. Por outro lado, ao medir as flutuacdes da intensidade da luz difusa ao

longo do tempo, as quais resultam do movimento browniano das particulas, é possivel obter o
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coeficiente de difusdo translacional (Dt), que esta relacionado ao tamanho hidrodinamico das
particulas (HALLETT, 1994; DUBIN; ZIETZ; GABRIEL, 2002; ASCHINGER; WINTER,

2012; STETEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016; CADOGAN et al., 2017; CARVALHO et
al., 2018).

Com relacdo a concentracdo da amostra durante a medicdo, a técnica DLS pleteia que a
mesma esteja opticamente clara, para que apenas um espalhamento de luz aconteca, pois, a
ocorréncia de multiplas dispersdes ocasiona deslocamentos multiplos de fase para a luz difusa
que geram, como resultados, tamanhos de particulas muito pequenos. Assim sendo, muitas
vezes € necessario que as amostras sejam diluidas para espalharem a luz dentro dos limites de
deteccdo e, consequentemente, fornecer dados mais consistentes (HALLET, 1994; CADOGAN
etal., 2017).

Particulas na célula de medigdo
Lente

)
®

Laser ) [ )

Y
R
Luz dispersa (8 é
)
S>S Particulas maiores
Detector
de fétons T

Intensicdade (%)

Tamanho (nm)
Correlacionador

Particulas menores

Y
\

Intensidade (%)

\

\
\
\

Tamanho (nm)

Figura 4.3. llustracdo esquematizando a obtencdo do tamanho de goticulas e indice de polidisperséo através do
método de DLS. Fonte: Adaptado de Wikipedia, 2010; Particular Science, 2018; PTL, 2018.


https://ieeexplore.ieee.org/author/37277553200
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O indice de polidispersdo consiste basicamente numa representacdo da distribuicdo do
tamanho de populagdes dentro de uma dada amostra, fornecendo informagdes sobre sua
homogeneidade. O valor numérico do PDI varia de 0,0 (que representa uma amostra
perfeitamente uniforme em relacdo ao tamanho de suas particulas) a 1,0 (amostra altamente
polidispersa com inumeras populacGes de tamanho de particulas). Logo, altos valores de PDI
indicam heterogeneidade do didmetro das goticulas, ao passo que indices menores que 0,2
sugerem que o diametro das goticulas se encontra distribuido em uma estreita faixa de variagéo.
(NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011; SOUZA et al., 2012; DANAEI et al., 2018). Normalmente,
as goticulas de ME sao bastante monodispersas e a polidispersividade costuma ser de cerca de
0,1 (KUMAR; MITTAL, 1999).

Outro parametro importante para verificar a estabilidade da ME é o potencial Zeta, que
consiste em avaliar o potencial eletrostatico existente no plano de cisalhamento de uma goticula,
estando relacionado a carga de superficie e ao ambiente local desta, ou seja, € a diferenca de
potencial entre a superficie da camada fortemente ligada (plano de cisalhamento) e a regido
eletricamente neutra da solugdo. O potencial diminui gradualmente a medida que aumenta a
distancia da superficie. 1sso ocorre porque 0s contra-ions proximos a superficie atuam como
uma protecdo que reduz a atragdo eletrostatica entre a superficie carregada e aqueles contra-
ions que estdo mais afastados da superficie. Dessa forma, o potencial Zeta governa o grau de
repulsdo entre as particulas dispersas adjacentes de cargas semelhantes (Figura 4.4) (SINKO,
2008; ZHANG et al., 2008).

Por¢do movel ou difusa solug3o em si
Porgdo fixa da da dupla camada {eletroneutralidade)
dupla camada i |

1
1
+

Plano de R
cisalhamento

Superficie da
particula
—— Distancia da superficie da particula

@ Contra-ion positivo
- Contra-ion negativo

Figura 4.4. llustracdo demonstrando a carga de superficie existente ao redor das goticulas que pode ser
determinada pelo potencial Zeta. Fonte: Sinko, 2008, com modificac@es.
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Para as emulsdes, que sofrem com fendmenos de instabilidade e tendem a separacdo de
fases, quanto maior o modulo do valor do potencial Zeta, maior a repulsdo entre as goticulas, o
que desacelera a coalescéncia entre os globulos (AULTON, 2005). Ao contrario das
macroemulsdes, o potencial Zeta ndo é determinante para inferir sobre a qualidade das MEs,
uma vez que sdo sistemas termodinamicamente estaveis. O valor do potencial Zeta, neste caso,
estd mais relacionado com a natureza da por¢do polar do tensoativo. Altos valores do potencial
Zeta sdo decorrentes do emprego de tensoativos ibnicos, ao passo que tensoativos ndo idnicos
geram MEs com baixos valores de potencial Zeta (FAZULLIN; MAVRIN; SHAIKHIEV,
2015).

De um modo geral, os tipos de microestruturas presentes nas MEs podem ser investigadas
pela determinacdo da condutividade elétrica da fase externa ou continua. A condutividade
elétrica € uma ferramenta sensivel e frequentemente utilizada na investigacdo de mudangas
estruturais em emuls@es e na determinagéo da natureza da fase dispersante (ROSSI et al., 2007),
que pode ser aquosa ou oleosa. Emulsdes A/O possuem baixos valores de condutividade
elétrica, uma vez que a fase dispersante oleosa ndo é boa condutora de eletricidade. J& emulsGes
O/A apresentam altos valores de condutividade elétrica, visto que a &gua é um excelente
condutor (ASSIS, 2018).

As preparagdes topicas devem possuir caracteristicas reolégicas que facilitam sua
espalhabilidade quando aplicada & pele durante o uso. A reologia consiste no estudo do
escoamento ou deformacéo do material testado quando submetido a tensdes, sob determinadas
condicdes termodinamicas, ao longo de um intervalo de tempo e avalia certas propriedades,
como elasticidade, viscosidade e plasticidade. Estudos reoldgicos geralmente envolvem
relagOes entre taxa de cisalhamento e tensdo de cisalhamento (WOOD, 1986; FLORENCE;
ATTWOOD, 2003; SCHRAMM, 2006; KUMAR; KUSHWAHA; SHARMA, 2014).

A Lei de Newton para viscosidade diz que a relagdo entre a tenséo de cisalhamento (forca
de cisalhamento x area) e o gradiente local de velocidade é definida por meio de uma relacédo
linear, sendo a constante de proporcionalidade a viscosidade do fluido, isto ¢, quando se tem
uma relacdo linear, a viscosidade do fluido € constante, independentemente da taxa ou tenséo
aplicadas na amostra, e, como demonstrado na Figura 4.5, a linha cruza a origem. Logo, todos
0S materiais que apresentam esse comportamento s@o denominados fluidos newtonianos
(LANGEVIN, 1988; SCHRAMM, 2006).
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Newtonianos Plasticos

Velocidade de cisalhamento
Velocidade de cisalhamento

..f_f

Tensdo de cisalhamento Tensdo de cisalhamento

Pseudoplasticos Fluxo Dilatante

Velocidade de cisalhamento
Velocidade de cisalhamento

Tensdo de cisalhamento Tensdo de cisalhamento

Figura 4.5. Reogramas representativos do comportamento de materiais correspondendo
a fluidos newtonianos, e fluidos ndo newtonianos plasticos, pseudoplasticos e fluxo
dilatante. Fonte: Adaptado de Sinko, 2008.

Contudo, em outros casos, essa relacdo pode ser nao linear e, entdo, o fluxo é classificado
como ndo newtoniano, podendo ser, ainda, subclassificado como plastico, pseudoplastico ou

fluxo dilatante.

No caso do fluxo pléastico, a curva ndo passa pela origem, mas intercepta o eixo de tensao
de cisalhamento em um ponto especifico denominado valor de cedéncia (f), isso significa que
o fluxo ndo inicia até que esse valor de tensdo de cisalhamento seja excedido e que a subastancia

se comportara como um material sélido (elastico) quando em tensfes menores (Figura 4.5).

Em contrapartida, o fluxo pseudopléastico parte da origem e, como ndo ha valor qualquer
de cedancia, o material flui assim que uma tensdo de cisalhamento é aplicada, e a sua
viscosidade diminui proporcionalmente ao aumento da velocidade de cisalhamento; ndo é
possivel considerar apenas um valor de viscosidade nesse tipo de fluxo, ja que nenhuma parte

da curva mostra linearidade (Figura 4.5).
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O fluxo dilatante, por sua vez, opbe-se a pseudopasticidade, ja que sua viscosidade se
torna cada vez maior a medida que a velocidade de cisalhamento aumenta (Figura 4.5). Esses
sistemas sdo denominados dilatantes, pois seu volume aumenta durante o cisalhamento, mas,
quando a tensdo de cisalhamento é suspensa, a natureza fluida do sistema é reestabelecida
(SINKO, 2008; AULTON; TAYLOR, 2016).

As MEs usualmente comportam-se como fluidos newtonianos e sua viscosidade €
comparada a da agua, até mesmo em elevadas concentragcdes de goticulas, provavelmente
devido a coalescéncia reversivel de suas micelas (LANGEVIN, 1988; SCHRAMM, 2006). Este
método é utilizado na caracterizacdo de emulsbes, pois o comportamento do fluido esta
relacionado com o tipo e grau de organizacéo do sistema, além de ser empregado para averiguar
a qualidade durante o processo de producdo, e permitir o estudo do efeito de aditivos na
formulacéo (SCOTT, 2000).

E muito importante, também, determinar o pH da formulacéo, visto que o pH bioldgico
do corpo humano varia conforme o sitio anatdmico. FormulagGes de uso topico precisam ter
um pH préximo ao da pele, considerando que o pH tem um relevante papel tanto para a
compatibilidade da ME com o manto acido da pele, quanto para a estabilidade da formulacéo
(RODRIGUES, 1997).

Quando se deseja avaliar se uma determinada substancia é toxica as células do organismo,
a caracterizacdo da citotoxicidade in vitro é uma pratica comum nesse tipo de avaliagédo
bioldgica de produtos para a salde e fundamental para a analise inicial da biocompatibilidade
dos mesmos. Pela exposicdo de uma cultura celular a determinado biomaterial de interesse, é
possivel caracterizar reacdes adversas de citotoxicidade resultantes (MASSON; LOMBELLO,
2016). Nos ultimos 50 anos, o bioensaio Alamar Blue tem sido largamente utilizado em estudos
que avaliam a viabilidade celular e citotoxicidade de uma variedade de sistemas bioldgicos e
ambientais. A técnica faz uso de um indicador de 6xido-reducéo (redox) sensivel a funcéo
mitocondrial e parte do principio de que as células viaveis do meio de cultura sdo capazes de
reduzir o Alamar Blue ou resazurina (azul e ndo fluorescente) a resorufina (rosa e altamente
fluorescente). Logo, a alteracdo da coloracdo indica que a substancia teste ndo foi capaz de
provocar morte celular e que as células do meio de cultura permanecem viéveis. A mudanca do
estado oxidado para o estado reduzido permite flexibilidade de deteccdo onde as medidas
podem ser quantitativas, como leituras colorimétricas e/ou fluorométricas, ou qualitativas,
como uma alteragdo visivel na cor indicando presenca ou auséncia de células viaveis (ZHI-JUN
etal., 1997; SPRINGER; AZBILL; CARLSON, 1998; RAMPERSAD, 2012).
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Sendo assim, para se caracterizar uma ME é necessaria uma combinacéo de técnicas
especificas que permitam compreender melhor o sistema microemulsionado avaliado e suas
caracteristicas fisico-quimicas. Ensaios biologicos, como a citotoxicidade, também contribuem
para a escolha das substancias envolvidas na composicdo da formulacdo, verificando se, de fato,

as mesmas nao serdo tdéxicas ao ser humano.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica das microemulsées
4.2.1.1 indice de refracéo

O indice e refracéo foi determinado com o auxilio do refratdbmetro de bancada QUIMIS®,

devidamente calibrado com agua destilada. Cada amostra foi analisada em triplicata.

4.2.1.2 Determinacao do pH das microemulsoes

Para determinar o pH das formulagdes, utilizou-se o potencidmetro Tecnopon®, que foi
previamente calibrado com as soluc¢6es tampéo de pH 4,0 e 7,0. Cada amostra foi analisada em

triplicata.

4.2.1.3 Transmitancia

O percentual de transmitancia das MEs foi mensurado em espectrofotémetro UV/Vis no
comprimento de onda de 650 nm, empregando a agua destilada como o branco e utilizando
cubetas de quartzo com caminho oOptico de 1 cm (LV et al., 2017). Cada amostra foi analisada

em triplicata.

4.2.1.4 Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica foi efetuado por meio de condutivimetro ION® 30107-
03-BI, calibrado com solugdo padrdo de 1000 uS.cm™ a temperatura ambiente. Cada amostra

foi analisada em triplicata.

4.2.1.5 Determinacdo da viscosidade e comportamento reoldgico

A determinacéo da viscosidade e do comportamento reolégico das MEs foi realizada em
redmetro Brookfield Viscometer Digital DV-11 + Pro (Spindle: SC4 -18) acoplado ao software
Brookfield Rheocale versdo 3.2. As analises reoldgicas foram obtidas com variacdo de
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velocidade de 0 a 120 rpm (curva ascendente) e de 120 a O rpm (curva descendente), com um
tempo de 10 segundos de leitura e 20 pontos. Os gréficos de tensdo de cisalhamento versus taxa
de cisalhamento foram elaborados no software Excel versdao 2016. Cada amostra foi analisada

em triplicata.

4.2.1.6 Determinacao do tamanho de goticula, potencial Zeta e PDI

As medidas referentes aos tamanhos de goticula, potencial Zeta e PDI das MEs foram
determinadas por meio do equipamento Zetasizer ZS e as amostras foram previamente diluidas

com agua destilada na proporcao de 1:10 (v/v). Cada amostra foi analisada em triplicata.

4.2.2 Teste de citotoxicidade

Este bioensaio foi realizado em parceria com o Laboratdrio de Atividade Bioldgica —
BIOPHAR e o Laboratério de Cultura de Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal do Amazonas — UFAM, pela Doutoranda Marcia Cruz.

4.2.2.1 Células

Neste ensaio in vitro foram utilizadas as linhagens celulares de fibroblastos de pulmao
humano (MRC-5) mantidos em garrafas de cultura contendo meio de cultura Dulbeco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1%
de antibiotico ampicilina-estreptomicina. As células foram mantidas em incubadora a 37°C e

atmosfera contendo 5% de CO..

4.2.2.2 Ensaio de viabilidade celular: método de Alamar Blue

O ensaio de citotoxicidade das amostras de 6leo essencial de M. officinalis e das
formula¢es Bm, Em, Gm, Hm e Im foi realizado pelo método de Alamar Blue segundo Ahmed,
Gogal e Walsh (1994).
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As células foram plaqueadas na concentracéo de 0,5 x 10* células/pogo com um volume
final de 100 uL por pogo. Apos 24 h de incubagéo e aderéncia, as células foram tratadas com
0s compostos previamente diluidos em DMSO (Sigma-Aldrich) em concentracdo Unica de
50 pg.mL™.

A realizacdo do teste se deu em triplicata por um tempo de tratamento de 24h e o controle
positivo utilizado foi o farmaco padrdo de morte doxorrubicina (Sigma-Aldrich) e o controle

negativo foi 0 meio de cultura.

Decorrido 24h de tratamento, foram acrescentados 10 pL da solucdo de uso de Alamar
Blue (0,02% no poco) em cada pogo da placa. Ap6s 3 h de metabolizacdo de exposigdo ao
Alamar Blue, retirando da estufa 30 minutos antes do término, a fluorescéncia foi medida
usando-se um leitor de microplaca Elisa (DTX-800 Beckman e Coulter) na faixa de 540 nm de

excitacdo e 585 nm de emissdo. Cada amostra foi analisada em triplicata.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As MEs estudadas apresentaram baixa viscosidade (Tabela 4.1), comprovando sua
natureza fluida. Dentre estas, a mais viscosa foi a formulacdo Im (23,56 cP) e a menos viscosa
foi a formulacdo Hm (9,0 cP). A ME I foi composta por Transcutol® P (25%), Tween® 20
(25%), oleo essencial de M. officinalis (5%) e &gua (45%), enquanto que a formulagcdo Hm foi
composta por alcool isopropilico (17,5%), Tween® 20 (17,5%), 6leo essencial de M. officinalis
(5%) e agua (60%).

Avaliando as composi¢des de cada uma, bem como as propor¢des entre si, € possivel
notar que ambas as MEs tiveram como tensoativo o Tween® 20, porém a Hm teve como
cotensoativo um alcool, que é conhecidamente volatil e bem liquido, ao contrario do
Transcutol®P, o cotensoativo usado na Im € que tem natureza mais viscosa. Além disso, Hmteve
menos surfactantes na sua formulagdo (35%), com a maior parte de sua formula composta por

agua (60%), sendo, por estes fatores, menos viscosa do que a Im.

Tabela 4.1. Valores referentes ao ensaio de
viscosidade das MEs estudadas.

Amostras Viscosidade (cP)
X+ DP
Bm 15,34 £ 0,28
Em 21,88 £0,21
Gm 10,43 + 0,22
Hm 9,00 +0,18
Im 23,56 £ 0,16

*DP: Desvio Padrao

Com relacdo ao comportamento reoldgico dos sistemas, 0 mesmo apresentou
comportamento do tipo Newtoniano, como demonstrado no Grafico 4.1, no qual é possivel
constatar que ndo houve alteracdo significativa da viscosidade de acordo com a mudanca da
velocidade de agitagdo (Gréfico 4.2).



Viscosidade (cP)

Tensdo de cisalhamento (t)

40
—@—Bm
35
—0—Em
30
—0—Gm
20 —0—Im
15 & ——0-10-"0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—¢
10 —0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0—0
5
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Velocidade de agita¢do (rpm)
Grafico 4.1. Comportamento da variagdo de viscosidade versus velocidade de agitacdo das
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Grafico 4.2. Comportamento reoldgico das formulagdes testadas.
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Outra caracteristica importante das MEs € a transparéncia dos sistemas, que foi
confirmada pelos valores de transmitancia encontrados (Tabela 4.2), todos acima de 99%, o que
significa que apenas 1% dos raios UV incididos sobre a amostra ndo foram capazes de
atravessa-la. A transparéncia também foi confirmada pelo indice de refracdo muito proximo ao
valor da &gua, que é de 1,333 (GIL, 2010).

Tabela 4.2. Valores referentes aos ensaios de indice de refracdo e
transmitancia das formulagdes estudadas.

Amostras indice de refracéo (n) Transmitancia (%o)
X+ DP X + DP
Bm 1,377 £ 0,0003 99,43 +0,31
Em 1,384 + 0,0006 99,37 +0,25
Gm 1,380 + 0,0006 99,50 + 0,36
Hm 1,379 + 0,0008 99,23 +0,50
Im 1,405 + 0,0003 99,33 +0,29

*DP: Desvio Padrao

O tamanho das goticulas também responde pela transparéncia, uma vez que goticulas com
didmetros inferiores ao comprimento de onda da luz, que varia de 380 a 780 nm
(CIENFUENGOS; VAITSMAN, 2000), ndo oferecem barreira a passagem da luz. Todas as
MEs apresentaram diametro médio inferior a 108 nm (Tabela 4.3), 0 que também explica a
transparéncia dos sistemas. Entretanto, para a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), serdo classificadas como MEs o0s sistemas cujo diametro medio de goticulas varie
de 1a100 nm, usualmente 10 a 50 nm (KHAN et al., 2006; RAKSHIT; MOULIK, 2009). Neste
caso, todas as MEs cumprem esse requisito, exceto pela Hm. Contudo, outros autores
consideram outras faixas, que variam de 10 a 140 nm (AHAMMED et al., 2013; ZILIUS et al.,
2016) e 5 a 200 nm (PAUL; MITRA; MOULIK, 2007; MISHRA; PANOLA; RANA, 2014).
Nesse caso, a amostra Hm encontra-se adequadamente classificada como ME. Neste trabalho,
levando-se em conta os demais resultados, a amostra Hm foi considerada um sistema

microemulsionado.


https://www.hindawi.com/16262458/
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Tabela 4.3. Valores referentes aos ensaios de tamanho de goticula, PDI e potencial Zeta das ME

estudadas.
Armostras Tamanho de goticula (nm) Indice de( I[D)Igl I|;1|spersao Poter(lrzli:\/I)Zeta
X + DP x + DP X + DP
Bm 12,6 + 3,11 0,124 + 0,042 -1,92 + 2,37
Em 16,7 +0,71 0,049 + 0,054 -5,65 + 3,26
Gm 81,9+ 17,43 0,239 + 0,056 -0,50 £ 0,36
Hm 108,0 + 14,98 0,215 + 0,038 -473+1,15
Im 64,4 + 26,07 0,198 + 0,011 -4,63 + 1,05

*DP: Desvio Padrao

O PDI é um indicador de estabilidade e distribuicdo de tamanho das goticulas. Seu valor

varia de 0,0 a 1,0. Quanto maior o PDI, menor a uniformidade entre o tamanho de goticulas

(PATEL et al., 2012), e, inversamente, quanto mais proximo de zero, maior a homogeneidade
de tamanho entre as goticulas (MOGHIMIPOUR; SALIMI; EFTEKHARI, 2013). Pode-se
observar que todas as MEs apresentaram excelente homogeneidade de tamanho entre as

goticulas de um mesmo sistema (Tabela 4.3 e Figuras 4.6 a 4.10).
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Figura 4.7. Distribui¢do do tamanho das goticulas pela intensidade da ME Em.



Intensidade (%)

Intensidade (%)

Intensidade (%)
[=r]

o< M

138

12......................................:.................-Iu................:..................I
10 ..................E..................:................ e Sk = = 5 B m G E E R s E e g EEEEEE EEEEEEEEE g

A 1 10 100 1000 10000
Tamanho (nm)

Figura 4.8. Distribui¢do do tamanho das goticulas pela intensidade da ME Gm.
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Figura 4.9. Distribui¢do do tamanho das goticulas pela intensidade da ME Hm.
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Figura 4.10. Distribuicdo do tamanho das goticulas pela intensidade da ME Im.
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Nas emuls@es classicas, que sdo sensiveis aos fendmenos de instabilidade, valores de
potencial Zeta extremamente positivos ou negativos indicam o predominio de forcas repulsivas
entre as goticulas, diminuindo a probabilidade de coalescéncia e separacdo entre as fases
(FAZULLIN; MAVRIN; SHAIKHIEV, 2015). No caso das MEs, esse fator ndo € tao relevante,

visto que sdo sistemas termodinamicamente estaveis.

A Tabela 4.3 mostra que o potencial Zeta da maioria das formulagdes foi proximo de
zero, indicando auséncia de carga entre as goticulas, o que é condizente, uma vez que as
goticulas estavam revestidas por tensoativos ndo-idnicos. Baixos valores de potencial Zeta
também foram encontrados por Pakkang e colaboradores (2018), que utilizaram tensoativos ndo
idnicos (Span® 80 e Dehydol® LSTH) no preparo de suas MEs A/O, as quais continham agua e
mistura de 6leo de mamona e 6leo de girassol em proporcdes de 1:9 a 5:5, obtendo valores de

potencial zetade -2, -5e -7 mV.

A fase dispersante em sistemas emulsionados pode ser determinada, dentre outros
métodos, pela medida da condutividade elétrica. A condutividade medida para as cinco MEs
variou de 47,2 a 76,8 uS.cm* (Tabela 4.4), com valores progredindo de acordo com a
quantidade de 4gua presente na formulagéo. Estes valores confirmam que todas as formulac6es
caraterizadas tratam-se de MEs do tipo O/A. Lv e colaboradores (2017) prepararam MEs O/A
contendo Gleos essenciais de Mentha piperita, Eugenia caryophyllus e Rosmarinus officinalis
num sistema composto por Cremophor® EL, 1,2 propanodiol e dleos essenciais (47:23:30 p/p)
como formulacdes modelo. Os pesquisadores obtiveram condutividades elétricas de
60.0 uS.cm* (ME com M. piperita), 89,4 uS.cm™ (ME com E. caryophyllus) e 185,6 uS.cm

(R. officinalis).

Tabela 4.4. Valores de indice de condutividade elétrica e pH das
formulagbes Bm, Em, Gm, Hm e Im.

Condutividade elétrica H
Amostras (uS.cm™) P

X + DP X + DP
Bm 50,3+ 4,3 4,33 +0,06
Em 47,2 + 3,7 4,45+ 0,02
Gm 55,749 4,39 +0,29
Hm 76,8+ 6,0 4,13 +0,26
Im 49,1+5,6 4,69 +0,34

*DP: Desvio Padrao
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A determinacdo do pH das formulagGes medicamentosas e cosméticas € importante para
avaliar a compatibilidade com os tecidos do local da aplicagdo. No caso do presente estudo, 0s
sitios alvos sdo a pele e seus anexos, que possuem pH levemente &cido, tendo a pele uma
variacdo de pH entre 4,6 e 5,8 (em geral abaixo de 5,0), variando conforme a regido do corpo
ou a idade, enquanto o pH da superficie da unha fica em torno de 5,0 e do interior da unha é de
aproximadamente 4,7. Tal acidez contribui para que ocorra protecdo bactericida e fungicida em
suas superficies (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002; LAMBERS et al., 2006;
MURDAN; MILCOVICH; GORIPARTHI, 2011).

Todas as formulagdes apresentaram pH ligeiramente &cido, entre 4,69 e 4,13, mas, ainda
assim, proximo ao pH da pele. A C. albicans é capaz de crescer em meios que variam de pH
2,0 a pH 10,0 e sua adaptacdo ao pH ambiental é fundamental para a patogenicidade desta
levedura (SHERRINGTON et al., 2017). No caso do T. rubrum, o pH viavel para seu
crescimento é de 4,0, podendo até mesmo sobreviver em pH ambiental > 3,5, tendo sido
demonstrado por alguns que esse dermatofito consegue se adaptar em pH mais alcalino
(FERREIRA-NOZAWA et al., 2003; CHEUNG et al., 2014).

Diante disto, apesar dos fungos terem essa propriedade de se adaptarem ao pH do meio,
ficou demonstrado, no Capitulo 3, que as MEs testadas conseguiram inibir totalmente o
crescimento de suas células numa faixa de pH mais &acida, de 4,69 a 4,13, tendo permanecido
eficazes e dentro de um valor de pH que nédo agrediria a pele e seus anexos, ja que o pH alcalino

é o principal responsavel pelo potencial irritante e desidratante da pele (BEZERRA et al., 2016).

Como demonstra a Tabela 4.5, a auséncia de citotoxicidade era esperada, uma vez que 0s
constituintes sdo conhecidos e de amplo uso em medicamentos e cosméticos devido a baixa
toxicidade. Nenhuma das amostras apresentou toxicidade nas concentragGes testadas, assim
como ndo foram capazes de inibir 50% das células. Apenas o farmaco de morte doxorrubicina

apresentou citotoxicidade com valor de Clsoy 2,121 pg.mL™,
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Tabela 4.5. Valores de viabilidade celular do 6leo essencial e
das MEs testados na linhagem MRC-5, apds 24 horas de
exposicdo. Os dados estdo representados como Clsoo
(intervalo de confianca de 95%).

Clsooo pg.mL?
FUTIOEES (Intervalo de confianca)

Bm >50

Em >50

Gm >50

Hm >50

Im >50
*M. officinalis >50
Doxorrubicina 2,121 (1,713 — 2,625)

*Qleo essencial de M. officinalis

A literatura comprova que 0s tensoativos e cotensoativos utilizados nas formulacdes das
MEs testadas, bem como o 6leo essencial da M. officinalis, ndo s&o substancias potencialmente

citotoxicas.

O élcool isopropilico teve sua citotoxicidade avaliada por Nordin e colaboradores (1991)
em células de fibroblasto de camundongo (L929) e apresentou Clsoy de 24.040 pg.mL™,
demonstrando que este alcool necessita de uma elevada concentracao para ser toxico. Por outro
lado, o alcool etilico demonstrou-se toxico em uma concentragdo de 31,33 pug.mL* frente a
células de fibroblastos, conforme estudo realizado por Gerosa e seus colaboradores (1996).

Contudo, ele ndo foi tdxico na composicéo da formulacdo Gm.

Czajkowska-Kosnik e colaboradores (2015) avaliaram a citotoxcidade dos tensoativos
Cremophor® EL, Tween® 20 e Tween® 80 frente a linhagem de fibroblasto humano em solugéo
aquosa e obtiveram valores de Clsoy correspondentes a 67.700 pug.mL?, 70.800 pug.mL? e
65.500 pg.mL, respectivamente, tendo o Tween® 80 se mostrado ligeiramente mais toxico em
relacdo aos outros. Além disso, tais resultados demonstram que esses tensoativos so apresentam
toxicidade em concentra¢des bem mais elevadas do que 50 pg.mL*, dados que corroboram com

os resultados do presente estudo.

Com relagdo ao 6leo essencial de M. officinalis, o estudo de Costa e colaboradores (2016)
verificou que sua Clso esteve numa faixa de 250 a 500ug.mL* frente a linhagem de fibroblasto
murino (NCTC clone 929), dado que corrobora com o resultado do presente estudo onde o 6leo

ndo foi toxico na concentragdo testada de 50pg.mL™ (Clsoo > 50ug.mL1).
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Com base nas MEs desenvolvidas e caracterizadas, a formulacdo considerada como a
melhor dentre todas foi a formulacdo Gm, pois apresentou um étimo resultado de caracterizacdo
fisico-quimica, com viscosidade correspondente a 10,43 cP, indice de refracdo de 1,380,
transmitancia de 99,50%, condutividade elétrica de 55,7 uS.cm™, o tamanho de suas goticulas
foi de 81,9 nm com PDI de 0,239, o potencial zeta foi de -0,50mV e o pH da formulagéo foi de
4,39. Além disso, Gm ndo foi tdxica e apresentou atividade antiflngica frente as cepas de T.

rubrum e C. albicans com CIM de 50pg.mL™.

Entretanto, a Hn também apresentou bons parametros e, por isso, pode ser considerada
como outra boa opc¢do de ME, j& que apresentou viscosidade correspondente a 9,0 cP (um pouco
inferior ao da Gm), seu indice de refragéo foi de 1,379, a transmitancia foi de 99,23% e sua
condutividade elétrica foi de 76,8 uS.cm™, ja que sua formulagéo tinha um percentual maior de
agua do que a formulacdo Gm. O tamanho de suas goticulas foi de 108,0 nm, demonstrando-se
maiores do que as de Gm e com PDI de 0,215 préximo ao valor de Gm, 0 que indicou uma boa
uniformidade entre os tamanhos das goticulas de ambas as formulacdes. O potencial Zeta foi
de -4,73 mV, o seu pH, de 4,13 e Hn também néo foi toxica as células de fibroblasto humano.
A atividade antifngica de Hm frente as cepas de T. rubrum e C. albicans apresentou CIM de
100pg.mL1, demonstrando menor atividade que a Gm, porém, ainda assim, teve uma boa agéo

fungicida.

Por fim, os testes de caracterizacdo ratificaram que as formulacdes Gme Hm apresentaram
valores muito proximos, indicando que sdo formulacfes O/A estaveis e apropriadas para uso
topico na pele e unhas. Além disso, o teste de citotoxicidade confirmou que se tratam de MEs
ndo tdxicas ao ser humano, enquanto o teste de susceptibilidade antifingica demonstrou que
ambas as formulacBes possuem expressiva atividade antiflngica contra os patdégenos testados.
Portanto, fica evidente que ambas as MEs Gm e Hm s&0 promissoras para serem utilizadas no

tratamento tépico de onicomicoses causadas por T. rubrum e C. albicans.
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CONCLUSOES

e Em relacdo ao teste de susceptibilidade antifingica, dentre os oito éleos essenciais
avaliados, os que demonstraram melhor atividade antifungica frente as cepas de T. rubrume C.
albicans foram os 6leos de M. officinalis e C. citratus, entretanto, o dleo essencial de M.

officinalis foi o mais ativo contra ambos 0s patdgenos.

e O propilenoglicol foi o Gnico insumo que se mostrou totalmente imiscivel nos 6leos

essenciais de M. officinalis e C. citratus, em todas as proporcdes.

e O &cido oleico demonstrou ser capaz de formar maior regido de ME que o miristato de
isopropila, quando combinado a um surfactante néo iénico (Kolliphor® EL), alcool etilico e

agua. Além disso, foi capaz de formar regides de emulsdo classica e gel.

e A construcdo dos diagramas de fases pseudoternarios possibilitou avaliar que o0s
tensoativos ndo i6nicos Tween® 20, Tween® 80 e Kolliphor® EL combinados a alcoois de
cadeia curta (isopropilico e etilico), com o acido oleico e a agua, apresentaram regides de MEs
mais extensas na razdo C/T de 1:1 do que qunado se utilizava como cotensoativo o Transcutol®
P.

e O teste de avaliacdo da atividade antifingica de MEs bases, confirmou-se o fato de
que as MEs por si sO ja apresentam certa atividade antimicrobiana, e, no caso do presente
estudo, o T. rubrum se mostrou mais susceptivel a MEs bases do que a C. albicans.

e As MEs contendo apenas um 6leo essencial foram mais ativas do que aquelas que
continham a mistura dos 6leos de M. officinalis e C. citratus e, ainda, a ME mais ativa contra
ambos os fungos foi a Gm, que teve em sua composicao, além do dleo de M. officinalis e da

agua, Tween® 20 e alcool etilico.

e No teste de citotoxicidade, todas as mostras de ME avaliadas foram atdxicas, bem
como o 0leo essencial de M. officinalis isolado. Além disso, a caracterizagdo fisico-quimica
demonstrou que as MEs Gm e Hm foram as mais estaveis e promissoras para 0 uso topico no

tratamento de onicomicoses causadas por T. rubrum e C. albicans.
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