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RESUMO

A administracdo de medicamentos na pele através da via transcutanea € uma pratica que tem
sido utilizada pela humanidade ao longo de milénios. Os anti-inflamat6rios ndo esteroidais
(AINESs) apresentam-se como uma classe de farmacos de interesse para o desenvolvimento de
formulacBes transcutdneas ja que apresentam efeitos gastrointestinais graves ao serem
utilizados para o tratamento crénico de doencas, como por exemplo artrite reumatdide. Entre
os farmacos desta classe, o ibuprofeno (IBU) representa um bom candidato para a permeacgao
cutanea, ja que apresenta baixo peso molecular (206,28), coeficiente de particdo (log P)
inferior a 4 e curta meia vida plasmatica. Uma estratégia efetiva para facilitar a passagem de
farmacos pela pele é o emprego de promotores de permeacdo na pele. Recentemente, alguns
trabalhos vem relacionando o uso de terpenos e 0leos naturais ricos em terpenos na promogao
de permeacdo cuténea de farmacos. O dleo de copaiba, devido ao seu rico conteddo em
terpenos, apresenta-se como uma Otima escolha de promotor de permeacdo de farmacos
administrados na pele. Neste trabalho foram desenvolvidas duas formulagbes em creme
contendo IBU 5% com duas concentragdes diferentes de 6leo de copaiba: IBOC5, contendo
5% de 6leo de copaiba e IBOC10, com 10% do mesmo 6leo. Os ensaios de permeacédo e
penetracdo in vitro do IBU foram realizados utilizando-se pele de orelha suina como
membrana biolégica no aparelho de células de difusé@o vertical do tipo Franz. J& a avaliacdo
da permeacdo in vivo foi realizada através do teste de atividade anti-inflamatoria induzida
pelo 6leo de créton em orelhas de camundongos. O fluxo de permeacdo (J) do IBU nas
amostras IBOC5 (35,72 £ 6,35) e IBOC10 (29,78 +2,41) foram superiores (p < 0,01 e p <
0,05, respectivamente) ao creme controle, sem 0Oleo de copaiba (10,32 £ 1,52) e produto
comercial (14,44 £ 2,39). Na andlise de penetracdo, a quantidade de IBU nas amostras IBOC5
e IBOC10 foi maior (p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente) na derme quando comparada a
epiderme. No ensaio in vivo, as amostras IBOC5 e IBOC10 reduziram (p < 0,05 e p < 0,001,
respectivamente) o processo inflamatoério quando comparadas ao controle negativo,
entretanto, ndo foram diferentes (p > 0,05) do controle positivo. Face aos resultados, pode-se
concluir que a adicdo do 6leo de copaiba apresentou capacidade de promocao de permeacdo e
penetracdo cutanea do ibuprofeno nas amostras em creme para o teste de células de difuséo in
vitro. J& o modelo in vivo de edema de orelha em camundongos, sugere-se gque este ndo foi o

teste mais adequado para avaliacdo da permeacdo do ibuprofeno nas amostras analisadas.

Palavras- chave: 1. ibuprofeno. 2. 6leo de copaiba.3. promotor de permeacao.



ABSTRACT

The administration of medications on the skin through transcutaneous routeis a practice that
has been used by mankind for millennia. The non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) have been shown to be a class of drugs of interest for transcutaneous formulation
development, since they present severe gastro-intestinal effects when used for treatment of
chronic diseases such as rheumatoid arthritis. Among drugs of this class, Ibuprofen (IBU) is
considered a good candidate for skin permeation, since it has a low molecular weight
(206.28), partition coefficient (log P) lower than 4 and short plasma half-life. Therefore, an
effective strategy to facilitate the drug diffusion through the skin is the use of permeation
enhancers. Recently, some studies have been reporting the use of terpenes and natural oils
rich in terpenes and their roles in promoting cutaneous drug penetration. Copaiba oil, due to
its rich content of terpenes, presents itself as a great choice of penetration enhancer for drugs
administered on the skin. In this study, two cream formulations containing 5% of IBU were
developed: IBOC5 with 5% of Copaiba oil and IBOC10 with 10% of the same oil. In vitro
cutaneous penetration/permeation studies of IBU were performed using pig ear skin as
biological membrane in the Franz-type diffusion cells. In vivo permeation tests were also
performed through anti-inflammatory activity evaluation using Croton oil-induced mouse ear
edema test. The permeation flux (J) of IBU samples, IBOC5 (35.72 + 6.35) and IBOC10
(29.78 + 2.41) were significantly higher (p < 0.01 and p < 0.05, respectively) when compared
to control cream, without Copaiba oil (10.32 + 1.52) and to commercial product (14.44 +
2.39). In the penetration analysis, the amount of IBU found in the samples IBOC5 and
IBOC10 was higher (p < 0.01 and p < 0.05, respectively) in dermis than epidermis. In vivo
tests showed that samples IBOC5 and IBOC10 decreased (p < 0.05 e p < 0,001, respectively)
inflammatory process when it was compared to the negative control, however they weren’t
considered statistically different (p > 0.05) of positive control. Concluding, Copaiba oil
showed a significant capability to promote skin penetration and permeation of ibuprofen when
it was added into the cream samples, according to the in vitro diffusion cells test results. On
the other hand, the results obtained from the in vivo method weren’t enough satisfactory

considering the analyzed samples.

Keywords: 1. ibuprofen. 2. copaiba oil. 3. penetration enhancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Considerac0es gerais

A aplicacdo de medicamentos na pele para tratar doencas é uma prética que tem sido
utilizada pela humanidade ao longo de milénios e inclui aplicacdo de emplastros, géis,
pomadas, cremes e pastas (MARGETTS & SAWYER, 2007). Estas preparacdes sao
utilizadas tanto por seus efeitos tdpicos quanto sistémicos (ALLEN JR., 2013).

A administracdo topica é conhecida como uma via alternativa da administragdo oral
de ativos medicamentosos e oferece muitas vantagens como a auséncia de efeito de primeira
passagem, o fato de ser indolor e a facilidade de aplicagdo. Todavia, um efeito sistémico sé é
obtido a partir de farmacos com adequado grau de penetragcdo na pele. Isto tem levado a um
crescente interesse pela utilizacdo de promotores de permeacdo em formulagdes topicas,
assim como o uso de sistemas de liberacdo de farmacos com esta capacidade promotora de
permeacdo (SILVA et al., 2009).

A liberacdo transcutanea de farmacos é definida como uma entrega ndo invasiva de
medicamentos pela superficie da pele. O uso de anti-inflamatérios e analgésicos na forma
transcutanea vem ganhando popularidade. Quando aplicado na pele estes formas podem
liberar o farmaco em uma taxa pré-determinada pela derme e promover um efeito local ou
sistémico. Atualmente, preparacfes na forma de geis, cremes, adesivos e solucdes sédo
amplamente utilizadas para aplicacdo na pele e mucosa do corpo para efeitos locais assim
como efeitos sistémicos pela penetracdo do farmaco no sistema circulatério (HUSSAIN et al.,
2012; BAJAJ et al., 2011).

As vantagens da via transcutanea de administracdo de farmacos sdo: diminuir as
variacOes plasmaticas de farmaco; diminuir a frequéncia de administracdo; anular a
variabilidade da absorcao oral; anular o metabolismo pré-sistémico; possibilidade imediata de
interromper a administracdo e constituir-se em boa alternativa a via intravenosa (OBATA et
al., 2010; MARTINS & VEIGA, 2002).

O desenvolvimento de formulacdes transcutaneas € uma estratégia interessante para o
transporte de diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos, representando
uma alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas de diversos medicamentos quando utilizados por outras vias (MARTINS e
VEIGA, 2002; HUSSAIN et al.,, 2012). Durante a fase de desenvolvimento de produtos
dermatolégicos é adequado empregar procedimentos de liberagdo in vitro para selecionar
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excipientes para as formulagdes que possam proporcionar uma atividade terapéutica
adequada. Pode-se considerar que os estudos de liberagdo medicamentosa proporcionam
dados valiosos sobre as particularidades estruturais do veiculo e a capacidade deste em liberar
os farmacos (SATO et al., 2007).

Com o objetivo de, por um lado, ultrapassar os problemas devidos a impermeabilidade
da pele e a variabilidade bioldgica e, por outro, de aumentar o nimero de farmacos candidatos
ao desenvolvimento de medicamentos transcutaneos, varios métodos para remover,
reversivelmente, a resisténcia da barreira da pele tém sido investigados, entre os quais, a
utilizacdo de promotores de permeacdo (MARTINS e VEIGA, 2002).

Os promotores de permeacdo ou absorcdo sdo substancias quimicas que se utiliza
como excipientes, incorporando-0s aos sistemas transcutaneos e tdpicos com a finalidade de
que estes ajam como alternadores da permeabilidade cutdnea de maneira reversivel e segura.
Podem permear ou interagir com constituintes do estrato corneo diminuindo, assim, a
resisténcia da pele a difusdo do farmaco ou, ainda, podem aumentar o fluxo do farmaco
devido ao incremento da atividade termodinamica deste na formulagdo (WILLIAMS &
BARRY, 2012; BERTOLINI, 2009; WALTERS, 1989; BARRY & BENNETT, 1987).

Os terpenos e sesquiterpenos encontrados, frequentemente, em 0Oleos essenciais tem
sido sugeridos como promissores promotores de permeacao cutanea de varias substancias
hidrofilicas e lipofilicas (PRASANTHI & LAKSHMI, 2012; NOKHODCHI et al., 2007).
Acredita-se que estes atuem causando sua acdo promotora devido a capacidade de romper a
organizacdo intercelular dos lipideos do estrato corneo. Um aspecto muito relevante é que este
rompimento é completamente reversivel e causa baixa irritacdo cutanea (BERTOLINI, 2009).
O 0leo de copaiba, devido a sua constituicdo de compostos terpénicos como sesquiterpenos e
diterpenos € uma boa opgdo como promotor de permeacdo de outras substancias (OLIVEIRA
et al., 2010).

Os testes in vitro de liberacdo de farmacos sdo uma ferramenta muito importante na
industria farmacéutica, tanto no desenvolvimento de produtos quanto no controle de qualidade
de rotina. Apesar de terem sido incialmente desenvolvidos para formas farmacéuticas sélidas,
estes testes vem sendo aplicados também para formas farmacéuticas ndo sélidas, como
emuls@es, géis, pastas, entre outros (PRACA, 2010; MARCOLONGO, 2003).

A literatura cientifica descreve métodos in vitro que mimetizam o processo de
liberacdo e penetracdo transcutanea in vivo com e sem membranas (artificiais ou naturais) e
diferentes tipos de células de difusdo das quais a Vertical Diffusion Cell (VDC) de Franz em
sistema estatico e fluxo continuo, tem sido a mais empregada no desenvolvimento
farmacotécnico, caracterizacdo biofarmacéutica e controle de qualidade, tanto para adesivos
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transcutaneos como para formas farmacéuticas semissélidas (SANTIS et al., 2012; PRACA,
2010).

A grande vantagem dos métodos in vitro para a determinacdo da permeabilidade de
farmacos é que estes permitem uma avaliacdo mais direta da interagdo do farmaco com a
respectiva membrana além da sua facilidade de excecucdo, maior controle da variavel
temperatura e baixo custo operacional. (SILVA et al., 2010; LENNERNAS & DRESSMAN,
2000).

De acordo com Thong et al. (2007), muitos estudos tém sido realizados para facilitar a
liberacdo transcutanea de farmacos que ndo possuem boa permeacdo ou para aumentar a
permeabilidade de substancias com baixos perfis de permeacdo. O veiculo tem um papel mais
dominante na terapia topica do que na maioria das outras vias de administracdo (FLORENCE
& ATTWOOD, 2003).

Estudos comparativos de formulacGes que garantam a permeabilidade cutanea sao
necessarios para comprovar a eficacia dos produtos disponiveis comercialmente, tais como
cremes, geis, sprays, mousses e pomadas (STAHL et al., 2011).

Diversos estudos que visam determinar e quantificar a absor¢ao cutanea in vivo e 0s
diferentes niveis de penetracdo e concentracdo tecidual de farmacos vem sendo propostos
(RANG et al., 2008). O modelo de edema de orelha ¢é bastante Gtil na avaliacdo da atividade
anti-inflamatoria topica de compostos, uma vez que é uma metodologia bastante simples e
que permite verificar a atividade de compostos no edema induzido por diferentes agentes
irritantes, e ainda identificar compostos que tenham a capacidade de penetrar na pele
(HORINOUCHI et al., 2013).

1.2. Anatomia e fisiologia da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo com uma area superficial de aproximadamente 2 m? e
um peso total entre 2 a 4 Kg. Recebe aproximadamente um terco da circulacdo sanguinea e
caracteriza-se pelo fato de apresentar uma espessura variavel (1,5mm a 4mm), de acordo com
a regido do corpo (mais espessa na palmas das méos ou plantas dos pés e extremamente fina
como as palpebras), e varios apéndices como as glandulas sudoriparas, as glandulas sebaceas
e os foliculos pilosos (FIGURA 01) (HARRIS, 2011; KIELHORN et al., 2006).

A pele se associa as mucosas de revestimento urogenital, digestivo e do trato
respiratOrio para proteger as estruturas internas do corpo do ambiente externo hostil, incluindo

as varias formas de poluicdo, temperatura, umidade e radiacdo. Ela limita a passagem de



produtos quimicos dentro e fora do corpo, estabiliza a pressdo sanguinea e a temperatura e
medeia as sensagdes de calor, frio, toque e dor.

A pele expressa emogdes como a palidez de medo e o vermelhdo caracteristico do
constrangimento e da raiva, 0 suor da ansiedade. O integumento permite identificar os
individuos por meio das caracteristicas humanas particulares, tais como cor, cabelos, odor e
textura (AULTON, 2005).

Poro da glandula
sudoripara

Rk RS SR SR TR e = — =< ] Estrato cérneo
4
Epiderme :
I =2 Fibras nervosas

A - Estrato germinativo
] 4 Membrana basal

Derme Fibras nervosas

\\ -
Vasos sanguineos

Glandula sudoripara
Tecido subcutianeo

i; B ®<—— Corpisculo de Paccini

Figura 01. Estrutura da Pele (Adaptado de KIELHORN et al., 2006)

A pele é um 6rgdo heterogéneo que inclui maltiplos tipos de tecidos diferentes. Esta
organizada em trés camadas sobrepostas interdependentes, nas quais se distribuem seus
anexos: aparelhos pilossebaceos, glandulas sudoriparas écrinas e apdcrinas e unhas. E
formada por trés camadas intimamente relacionadas entre si: a epiderme, a derme e a
hipoderme ou tecido subcutaneo (LEPORI, 2002).

A camada mais externa chamada de epiderme consiste em uma complexa estrutura
constituida de diferentes camadas formadas pelos queratindcitos, células epiteliais
estratificadas que sofrem diferenciacdo a medida que vao da camada basal até a superficie da
pele, quando descamam e numerosas camadas de células queratinizadas, anucleares e sem
organelas chamadas corneocitos (RIBEIRO, 2010).

As camadas que formam a epiderme sdo conhecidas como basal, espinhosa, granulosa
e cornea (FIGURA 02). Uma quinta camada, a lUcida, é encontrada entre as camadas cdrnea
e granulosa na palma da méo e sola dos pés, conferindo maior espessamento da pele nestas

regibes, ao contrario das demais regides do corpo onde a pele é mais fina (RIBEIRO, 2010).



CAMADA CORNEA = <:

<ﬁ-,\h__q CAMADA DE TRANSICAO

CAMADA GRANULOSA e -

',,/. . — CAMADA ESPINHOSA

CAMADA BASAL

MEMBRANA BASAL

Figura 02. Estrutura da epiderme (http://ltc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mil.pele.htm, acesso em

05/09/2013)

A epiderme possui ainda outros tipos de células, os melandcitos, as células de Merkel
e as células de Langerhans e € transpassada pelas estruturas dos anexos invaginosos da derme:
os foliculos pilossebaceos e as glandulas sudoriparas (HARRIS, 2011).

A principal funcdo da epiderme € atuar como uma barreira protetora contra 0 ambiente
externo, evitando a entrada de substéncias estranhas ao organismo e, a0 mesmo tempo,
retendo o contetdo interno, principalmente agua, eletrélitos e nutrientes (HARRIS, 2011).

Ja a derme é uma camada conjuntiva, intermediaria, de espessura variavel que forma a
parte estrutural do tegumento do corpo. Consiste em um tecido resistente e eldstico que
proporciona resisténcia fisica ao corpo frente a agressdes mecanicas, fornece nutrientes a
epiderme e abriga os apéndices cutaneos (pélos e glandulas sudoriparas e sebaceas), vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e componentes celulares contendo células matrizes,
fibroblastos (responsavel pela sintese do colageno e elastina), miofibroblastos e macréfagos
(HARRIS, 2011; RIBEIRO, 2010; LEONARDI, 2008).

A derme é parcialmente responsavel pela termorregulacdo, pelo suporte da rede
vascular e pela defesa imunoldgica, em associacdo com as células de Langerhans da
epiderme. Estas células tem origem no tecido mesodérmico e medula 6ssea, e fazem parte do
sistema macro6fago-monocitico, atuando como apresentadores de antigeno ao sistema
imunologico, na inducdo de rejeicdo ao enxerto, na sensibilizacdo e na imunovigilancia
(HARRIS, 2011; GARCIA, 2006).

A hipoderme ou tecido celular subcutaneo localiza-se logo abaixo da derme, é
composta principalmente de I6bulos de lipdcitos ou células adiposas (adipécitos), que sdo
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separadas pelos septos fibrosos compostos por colageno e vasos sanguineos dilatados. Nos
septos, o colageno do tecido celular subcutaneo é continuo ao da derme. Tem por fungdo o
isolamento térmico, 0 amortecimento de traumas mecanicos e de servir como reservatério de
lipideos (SALGADO, 2008; KIELHORN et al., 2005).

1.3. Transporte de farmacos pela pele

O sistema de transporte de farmacos pela pele oferece muitas vantagens sobre outras
vias de administragdo convencionais, tais como a melhor adeséo do paciente ao tratamento, a
reducdo dos efeitos adversos, 0 ndo efeito de primeira passagem hepatica, a comodidade de
interrupcdo ou encerramento de tratamento quando necessario, além de ser uma via néo-
invasiva de administracdo de farmacos. Em comparacdo com a administracdo por via oral esta
via reduz, significativamente, a degradacdo do farmaco devido a sua baixa atividade
metabolica no local de administracdo (SHEN et al., 2007; WILLIAMS & BARRY, 1989).

O termo absorc¢édo percutanea descreve 0 processo de passagem de compostos pela pele
até a circulacdo sistémica, o qual envolve interacfes bastante complexas. Este processo pode
ser dividido em:

* penetracdo, que consiste no transporte de uma substancia para uma determinada
camada (exemplo, entrada no estrato cdrneo);

* permeacdo, que compreende a penetracdo através das varias camadas com
caracteristicas funcionais e estruturais distintas (FIGURA 03);

« reabsorc¢do que é a entrada de uma substancia na circulacdo sanguinea.

Resumindo, a absorcdo percutanea consiste na penetracdo de uma molécula pelo
estrato corneo, difusdo pelaa epiderme, e difusdo pela camada papilar da derme onde a

molécula entra na microcirculacdo (SALGADO, 2008).



Permeacao Penetracao

Figura 03: Corte de uma secc¢do de pele humana com as vias de absorcdo topica (Adaptado de
http://lwww.icb.usp.br/mol/2-23pavestrat-corn23.html. Acesso em 23/09/2013)

A camada cOrnea € muito impermedvel a maioria dos produtos quimicos e,
usualmente, contribui para o passo limitante da absorcdo transcutanea. A pele intacta é uma
barreira muito efetiva porque a resisténcia difusional da camada cérnea é alta, e a rota
alternativa dos apéndices propicia apenas uma pequena area fracional, cerca de 0,1%
(AULTON, 2005).

O extrato cdrneo, sendo um tecido queratinizado, comporta-se como uma membrana
semipermeavel artificial, na qual as moléculas penetram por difusdo passiva (ALLEN JR.,
2013; MOGHIMI, 1996). Assim, a velocidade de movimentacdo de um medicamento através
dessa camada da pele depende da concentracdo do farmaco no veiculo, de sua solubilidade e
do coeficiente de particdo 6leo/agua no estrato corneo e no veiculo. As substancias que tem
caracteristicas de solubilidade tanto em agua quanto em lipides sdo boas candidatas a difusao
pelo estrato corneo, bem como nas camadas epidérmicas e dérmica (ANSEL et al., 2000).

A permeacdo de solutos pelo estrato corneo pode ocorrer por difusdo passiva através
de trés mecanismos sugeridos por Cleary (1982) e Ansel et al. (2000):

i.  Permeacdo transcelular (através das células);
ii.  Permeacdo intercelular (entre as células);
iii.  Permeacdo transanexal (através dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas e dispositivos polissebaceos) (FIGURA 04).

A composicdo lipidica entre as camadas epidermais é bastante diferente. Os
fosfolipideos polares, que sdo componentes da membrana celular, estdo ausentes no estrato
cérneo morto. Esses lipideos formam bicamadas e suas cadeias acila podem existir nos
estados de gel e liquido cristalino (SINKO, 2008).



Os principais lipideos do estrato corneo séo a ceramida (50%), &cidos graxos (25%),
colesterol e ésteres de colesterol. Embora o estrato corneo ndo contenha fosfolipideos, a
mistura de ceramidas, colesterol e &cidos graxos é capaz de formar as bicamadas e estas
camadas geram a funcdo de barreira do estrato corneo (SINKO, 2008). Como a principal via
de permeacdo dos farmacos sdo os canais intercelulares, o componente lipidico € considerado
um determinante importante do primeiro passo do processo de absorcdo (ANSEL et al.,
2000).

Estrato

corneo

Epiderme

Derme

Figura 04. Vias de permeacdo de farmacos na pele. 1. Via intracelular, 2. Via intercelular, 3.
Via folicular, 4. Via sebacea, 5. Via sudoripara (KOOP, 2012).

Depois que uma molécula atravessa o estrato corneo, ndo ha outra barreira a difusao
nas outras camadas da pele, se a molécula ndo for segura ou metabolizada no caminho
(LEONARDI, 2008). Uma vez atravessada a camada cdrnea, as moléculas difundem-se
rapidamente pelo tecido vivo, dirigindo-se a circulacdo sistémica da camada dérmica
(AULTON, 2005; ALLEN JR., 2013).

A difusdo pode ser definida como, a transferéncia espontanea de um componente de
uma regido com alto potencial quimico, para uma regido com potencial mais baixo, sendo o
gradiente de concentracdo a forca condutora neste processo (AULTON, 2005).

As leis que descrevem o fendbmeno de difusdo, normalmente sdo expressas em termos
de gradientes de concentracdo. A primeira lei de Fick (Equacdo 1) indica que a taxa de

difusdo é proporcional ao gradiente de concentracdo conforme descrito abaixo.
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Onde, o fluxo (J) do soluto expresso em termos de quantidade (Dwm) e transportada em
determinado tempo (Dr) através de um plano por unidade de area Dc/Dx fornece o gradiente
de concentracdo D que representa o coeficiente de difusdo do soluto expresso em unidade de
area por unidade de tempo (ANTONIO, 2007; AULTON, 2005).

J& a segunda Lei de Fick é geralmente utilizada em experimentos onde se emprega
uma membrana permeante separando dois compartimentos (FIGURA 05), tendo-se num
deles a maior concentracdo do farmaco (compartimento doador) e no outro (compartimento
receptor) na concentragdo zero (condigéo sink) mantendo assim o gradiente de concentracéo.

Membrana
L
i ] == o |
- == |
~ — L D N
- — = |
i 7 i -
7 Compartimento
|  Fluxo de /] Fluxode |  |receptor |
entrada //] saida '
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doador 77 P
~V/ 1 48
v | '
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= < 1 3
e 77 LU=
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Fluxo do solvente
para manter
condigoes sink

Figura 05: Representacdo de uma célula de difusdo onde o compartimento doador contém o
soluto na concentracdo C (SINKO, 2008).

A gquantidade acumulada do farmaco (m) que passa pela membrana, por unidade de
area em funcdo do tempo até alcancar o estado de equilibrio pode ser expressa na equacéo (2)
a seguir:
_ Dy _ DGoK
Dy h

(2)

Onde:
C0 é a concentracdo constante do farmaco na solucdo doadora,

K é o coeficiente de particdo do soluto entre o veiculo e a membrana,

h é a espessura da membrana.



Ao plotar em um gréfico, o tempo de absorcéo (t) e a quantidade acumulada absorvida
(m) por unidade de area de membrana como funcdo do tempo, o equilibrio é verificado
quando o gréfico se torna linear (estado estacionario ou ponto de equilibrio), e os dados desta
porc¢éo linear, extrapolados, de modo a obter o intercepto da curva quando m = 0 fornecem o
lag time (FIGURA 06) que é o tempo que leva para comecar ocorrer a absor¢ao (SINKO,
2008, ANTONIO, 2007; AULTON, 2005).

(ug/cm®)

Estado estacionario

(X

Lag time

Quantidade cumulativa,

0 ‘ 1T: 1|£ EIJJ .'.-IE- EIJJ
Tempo (h)

Figura 06: Perfil de penetragéo versus tempo com ilustracdo do fluxo no estado estacionario e
lag time (Adaptado: KIELHORN et al., 2005)

Nem todas as substdncias apresentam caracteristicas adequadas a via liberacdo
transcutanea. Entre os fatores que afetam a absorcdo percutdnea de um farmaco, estdo o
estado de hidratacdo e condicdes bioldgicas da pele, as propriedades fisicas e quimicas do
farmaco, incluindo massa molecular, solubilidade, coeficiente de particdo e constante de
dissociacdo (pKa), a forma farmacéutica e adjuvantes utilizados para veicular o farmaco
(ALLEN JR., 2013; SINKO, 2008).

Os farmacos que sdo bons candidatos ao desenvolvimento por esta via de
administracdo sdo aqueles que apresentam baixo peso molecular (menor que 500 daltons),
coeficiente de particdo inferior a 4, farmacos potentes, ndo-irritantes, com extensa
metabolizacdo hepética, com tempos de meia-vida curtos e que ndo sofrem metabolismo na
pele (KIELHORN et al., 2005, MARTINS, 2002).

Uma estratégia, reconhecidamente, efetiva para favorecer a passagem de substancias
pela pele é o emprego de promotores de permeacdo. Uma vasta gama de substancias quimicas

foi avaliada para utilizagdo como promotora de permeacgdo cuténea, todavia, a incorporacao
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em veiculos cosméticos ou farmacéuticos é restrita devido a elucidacdo limitada de seus

mecanismos de acdo que se apresentam, comumente, complexos (BABY et al., 2008).

1.4. Promotores de permeacédo cutanea

Os promotores de permeacéo sdo substancias farmacologicamente inativas que podem
permear ou interagir com os constituintes do estrato cérneo quando incorporados em uma
formulacdo transcuténea e, desse modo, diminuir a resisténcia da pele a difusdo do farmaco
(SILVA et al., 2010).

Este termo tem sido usado para descrever substancias que facilitam a absor¢édo pela
pele. Enquanto a maioria dos materiais possui um efeito direto na permeabilidade da pele,
outros chamados promotores de permeacdo (ex. polidis, como glicerina e propilenoglicol)
parecem aumentar a absorcdo percutanea atraves da elevacao da atividade termodinamica do
penetrante, elevando assim a tendéncia efetiva de evasdo e o gradiente de concentracdo das
espécies difusoras (GENNARO, 2004).

Os promotores de permeacdo com efeito direto na permeabilidade da pele incluem
solventes, surfactantes e uma mistura de substancias quimicas como terpenos (QUADRO 01).
O efeito predominante desses promotores de permeacdo no estrato corneo € a elevagédo do
grau de hidratacdo, quebra de sua matriz lipidica e/ou protéica e modificacdo do
comportamento de particdo. Em qualquer desses casos, o resultado final € uma diminuicdo na
resisténcia a difusdo do penetrante (WILLIAMS & BARRY, 2012; GENNARO, 2004).
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QUADRO 01. Promotores de permeacdo cutanea

Solventes

Agua
Alcoois

Metanol

Etanol

2-Propanol
Sulféxidos

Dimetil sulfoxido

Decilmetil sulféxido

Tetradecilmetil sulfoxido
Pirrolidonas

2-Pirrolidona

N-Metil-2-pirrolidona

N-(2-Hidroxietil)pirrolidona
Azonas

Laurocapram
Glicois

Propilenoglicol
Solventes mistos

Acetona

Dimetilacetamida

Dimetilformamida

Anfifilicos

L-a-Aminoéacidos
Surfactantes aniénicos
Surfactantes catidnicos
Surfactantes anfoteros
Surfactantes nao-idnicos

Acidos graxos e alcodis

Mistos

Amidas do acido clofibrico
Hexametileno lauramida
Enzimas proteoliticas
Terpenos

Mono e sesquiterpenos

Uréia

Fonte: Adaptado de GENNARO, 2004.
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A escolha de determinado promotor de permeacdo deve ser baseada ndo somente em
sua eficacia em aumentar a permeacdo pela pele, mas também em sua toxidade dérmica (que
deve ser baixa) e em sua compatibilidade fisico-quimica e bioldégica com o0s outros
componentes do sistema (ALLEN JR., 2013).

O promotor de permeacdo ideal sera aquele que apresenta as seguintes caracteristicas:
ndo ser toxico, apresentar acdo imediata, ndo-irritante, ndo alérgico, de agdo reversivel,
quimica e fisicamente compativel com o farmaco e excipientes, aceitavel cosmeticamente,
inodoro, insipido, incolor, acessivel e com boas propriedades solventes (MARTINS &
VEIGA, 2002).

Os terpenos sdo considerados menos toxicos e com menor potencial de irritacdo em
comparacdo com 0s tensoativos e outros promotores sintéticos de penetracdo na pele. Além
disso, alguns terpenos estdo incluidos na lista de agentes reconhecidos como seguros (GRAS),
emitida pelo FDA nos EUA (SAPRA et al., 2008).

Para apresentar caracteristicas ideais como promotor de permeacdo cutanea, alguns
estudos tem sugerido que os terpenos apresentem propriedades como a natureza hidrofobica,
ser liquido e ndo ser tri ou tetraterpeno. Mono e sesquiterpenos sdo melhores promotores de
permeacdo que os di, tri e tetraterpenos, pois, eles aumentam a difusdo de farmacos pelo
estrato crneo (PRASANTHI & LAKSHMI, 2012).

Nokhodchi e colaboradores (2007) avaliaram o efeito de alguns terpenos em diferentes
concentracdes na promocao da permeacdo cutanea do diclofenaco de sédio e verificaram que
fatores como a natureza, concentracdo utilizada e caracteristicas estruturais dos terpenos
podem influenciar na promocéo de permeacdo cutanea do farmaco estudado.

Kang e colaboradores (2007) investigaram como as propriedades fisico-quimicas de
49 terpenos influenciavam na promoc¢édo de permeacao cutanea do farmaco haloperidol. Este
estudo relatou que a hidrofobicidade, o estado fisico (liquido), os grupos funcionais
especificos (éter ou aldeido, mas ndo acido) e a estrutura quimica (ndo ser triterpeno e
tetraterpeno) dos terpenos podem melhorar a promocdo de permeacdo cutanea do farmaco
haloperidol.

Os terpenos formam uma grande familia e estruturalmente diversificada de produtos
naturais derivados de unidades de isopreno C5 (FIGURA 7). Estruturas tipicas contem
esqueletos de carbono representados por (C5;), e sdo classificados como hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2002).

13



A

Figura 07: Unidade de isopreno - C5

Recentemente, alguns trabalhos vem relacionando o uso de terpenos e 6leos naturais
ricos em terpenos na promocgdo de permeacdo cutanea de alguns farmacos (WILLIAMS &
BARRY, 2012; SAPRA et al., 2008; NARISHETTY & PANCHAGNULA, 2005).

Oliveira et al. (2010) avaliou a atividade do 6leo de copaiba como promotor de
permeacdo cutanea do despigmentante Acido Kojico pelo teste in vitro usando célula de
difusdo. Os resultados demonstraram que este 6leo possui potencial capacidade de promocéo
de permeacdo cutdnea para substancias hidrofilicas quando adicionado em formulacbes

topicas.
1.5. O oleo de Copaiba

As copaibas sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina e também da
Africa Ocidental. Na América Latina sio encontradas espécies desde o México até o norte da
Argentina. O género Copaifera, pertencente a familia Leguminosae Juss. Subfamilia
Caesalpinoideae Kunth, possui 72 espécies, sendo que dezesseis destas s6 sdo encontradas no
Brasil, principalmente nas regides amazénica, com uma grande diversidade de espécies, e no
centro oeste onde o Oleo de copaiba € amplamente comercializado e utilizado na medicina
popular (HECK et al., 2012; DEUS et al., 2011).

O dleo resina retirado da copaiba possui grande importancia econémica e social, pois é
um produto nativo e muitas comunidades dependem da sua extracdo para sua subsisténcia.
Sdo muitas as denominagfes que o0 Oleo das copaibeiras recebe nas diversas regides da
América Latina onde é utilizado. Na Regido Amazo6nica o uso do 6leo de copaiba é tdo
extenso, que a copaiba destaca-se como a planta medicinal mais utilizada e conhecida pela
populacdo (LIMA et al., 2011; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

O 6leo de copaiba é um liquido transparente com cor e viscosidade variavel. E
constituido de dois grupos de substancias distintas, solGveis entre si, sendo um constituido de
substancias volateis (principalmente sesquiterpenos), correspondendo a cerca de 90% de
massa do 6leo resina e outro grupo constituido de substancias ndo volateis (diterpenos),
resinosa de cor caramelo que comeca a ser decomposta a temperatura préxima de 300°C, e
que corresponde a 10% da massa total do 6leo resina (LEANDRO et al., 2012; DEUS et al.,
2011).
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Suas principais aplicacbes terapéuticas sdo como anti-inflamatorio, antisséptico,
cicatrizante, antitumoral, expectorante, anti-ulceroso e uso no tratamento da asma, enxaqueca,
dermatite, eczemas, herpes, infecgdes urogenitais e leishmaniose (GELMINI et al., 2013;
CUSTODIO & VEIGA-JUNIOR, 2012; SANTOS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010).

Os principais sesquiterpenos encontrados no 6leo resina de copaiba sdo: B-cariofileno,
6xido de cariofileno, o e B-humuleno, y e §-cadineno, a-cadinol, a-cubebeno, a e B-selineno,
B-elemeno, o-copaeno, a-bergamoteno, germacreno D e PB-bisaboleno. Apesar da grande
variacdo na constituicdo quimica do 6leo resina proveniente das diferentes espécies de
copaiba, o PB-cariofileno (FIGURA 08), considerado o marcador quimico deste Oleo, é
normalmente, o principal constituinte (LEANDRO et al., 2012; PIERI et al, 2009; VEIGA
JUNIOR et al., 2007).

Figura 08. Estrutura quimica do p-cariofileno

O dleo de copaiba devido ao seu rico contedo em terpenos como sesquiterpenos,
sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos diterpenos apresenta-se como uma O6tima
escolha na promocdo de permeacdo cutanea de outras substancias ja que o0s terpenos
apresentam comprovada ac¢do promotora de permeacao (OLIVEIRA et al., 2010).

No ano de 1972, o Food and Drug Administration, 6rgdo americano para
regulamentacdo de farmacos e alimentos, aprovou o 6leo de copaiba para uso tépico, apds ser
submetido a testes de sensibilizacdo e irritacdo, com o uso de 25 voluntarios, obtendo-se
resultado negativo para ambos (PIERI et al., 2009; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

1.6. Estudos in vitro de permeacao e/ou penetracéo cutanea

No que concerne a liberagdo do farmaco e a sua penetracdo nas camadas da pele apés

a aplicacdo topica, se faz necessario realizar estudos que caracterizem o processo de difuséo e
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permeacao e/ou penetracdo de farmacos apos a aplicacdo topica (SANTIS et al., 2012; SILVA
et al., 2010).

Para medir a permeacdo de substancias pela pele, pode-se fazer uso de técnicas de
permeacdo e/ou penetracdo in vitro. Estes experimentos tem sido considerados valiosos para
estudar os mecanismos de permeacdo cutanea e tem demonstrado, muitas vezes, correlacdo
com os testes in vivo (LEONARDI, 2008).

A célula de difusdo vertical tipo Franz (FIGURA 09) apresenta um compartimento
doador e outro receptor, que é preenchido com uma solucdo receptora capaz de criar uma
condicdo de ndo saturacdo do sistema dinadmico e que € designada como condicdo sink. Entre
0s compartimentos supracitados, é colocada a membrana, que pode ser artificial (acetato de
celulose, que é hidrofilica) ou natural (pele de coelhos, ratos, porco e humana obtida de
autdpsias ou de cirurgia plastica). Uma quantidade de formulacdo a ser estudada é aplicada
sobre a pele, mimetizando as condi¢des in vivo (ALLEN JR., 2013; MONTEIRO et al., 2012;
SILVA et al., 2010; PRACA, 2010).

Compartimento doador

1 ( T
Abertura para

e
|'_;=‘='\—;%/ amostragem

|
\r\—/
( Solucdo receptora

=]

| Membrana

camisa de
agua

= X = -
] h‘\"“‘[‘ 1C ]
Agitador magnético

Figura 09. Representacdo esquematica da celula de difusdo vertical e seus acessorios
(HANSON, 2010).

De maneira geral, as células de difusdo funcionam por dois sistemas: a) fluxo
continuo, onde a solucdo receptora é bombeada continuamente, ou b) fluxo estatico, onde o
volume da solucdo receptora é o mesmo durante todo o experimento. A presenca da
substancia na solucdo receptora indicard que esta atravessou a membrana (LEONARDI,
2008).

O aparato de célula de difusdo em sistema estatico consiste em seis células de vidro
termo-aquecidas, cuba com meio receptor para reposicdo de meio durante a amostragem,
hélice para agitacdo do meio receptor, coletor manual ou automatico e suporte para ocluséo da

celula de difusdo a qual reduz efeitos de evaporacdo da amostra (FIGURA 10).
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Figura 10. Aparelho de célula de difusdo vertical automatizado — Célula de Franz
(PRACA, 2010).

Nos experimentos in vitro de liberacdo e penetragdo cutanea, a quantidade de farmaco
a ser analisada, normalmente, € muito pequena, 0 que requer metodologias analiticas seletivas
e de alta sensibilidade. Em razdo disso, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem
sido empregada como método analitico de escolha na maioria dos estudos de liberacdo in
vitro de farmacos ( SANTIS et al., 2012; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Apos a quantificacdo do farmaco, divide-se a concentracdo da substancia encontrada
na solucdo receptora pela area da membrana utilizada, a fim de determinar o Q/A, onde Q =
quantidade (jg) permeada e A = superficie da membrana (cm?). Através da realizacéo de um
gréfico, pode-se verificar a absorcao transcutanea de uma determinada substancia, em funcao
do tempo, cruzando-se Q/A x tempo (t). E assim pode-se determinar atraves da equacéo (3) o

fluxo (J) de uma substancia.

Q/A = Jxt(3)

Através da linearidade da curva obtida pode-se verificar se a substancia € fortemente
ou fracamente absorvida, pois a inclinacdo da reta representa o coeficiente de permeabilidade
(Kp) do estrato corneo para a substancia presente na solucao receptora (LEONARDI, 2008).

As principais vantagens dos métodos in vitro relacionam-se com a sua facilidade de
execucdo, maior controle da variavel temperatura e baixo custo operacional. Entre as
desvantagens, pode-se citar o transporte de moléculas de baixa solubilidade em &gua e,
especialmente, o fato de ndo levar em conta 0 metabolismo da pele viva, pois as membranas
sintéticas ndo possuem as propriedades anatémicas e fisioldgicas da pele, sendo ideal realizar
0s estudos com membranas naturais, ou seja, pele humana e de animais (SATO et al., 2007,

SILVA et al., 2010).
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A membrana natural de referéncia para esses estudos € a pele humana, a qual muitas
vezes apresenta disponibilidade de utilizagdo limitada. Desta forma, alguns modelos de pele
artificiais foram produzidos. No entanto, eles ndo representam uma boa alternativa, visto que
a sua permeabilidade é maior que a da pele humana (NICOLI et al., 2008).

A pele de orelha de porco, devido a sua maior similaridade fisioldgica, histologica e
bioquimica com a pele humana, é atualmente considerado o melhor modelo a ser utilizado nos
ensaios de permeacao in vitro (BRASIL, 2012; CARMO, 2011).

S&o encontrados na literatura alguns estudos comparativos de permeagdo cutanea em
pele humana, pele de orelha de porco e outros tecidos incluindo camundongos sem pélos, na
qual os resultados indicam a pele de orelha de porco, como modelo de membrana mais
promissor para ensaios in vitro de permeacdo (PRACA, 2010). Entretanto, deve-se avaliar a
regido especifica da porcao superior da orelha suina que é a mais adequada para aplicacdo de
amostras como modelo de correlacdo para pele humana como mostra na FIGURA 11.

No Brasil, a pele de orelha de porco é um modelo de membrana amplamente utilizado
devido a sua disponibilidade e, por ser um subproduto da inddstria de alimentos (inddstria da
carne), apresenta relativa facilidade na sua obtencéo (BABY, 2008).

Figura 11: Parte superior da orelha suina com identificacdo das areas mais adequadas (A e B)

para experimento in vitro (MEYER et al., 2007).
1.7. O farmaco Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBU) ou o acido 2-(4-isobutilfenil) propidnico é um anti-inflamatério
ndo esteroidal (AINE) pertencente ao subgrupo dos derivados do é&cido propibnico

(naproxeno, cetoprofeno, fenoprofeno, etc) que possui uma eficaz atividade anti-inflamatoria,

antipirética e analgésica (TISO et al., 2010).
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1.7.1. Propriedades Fisico quimicas

O ibuprofeno (FIGURA 12) ocorre como um po cristalino, branco ou quase branco e
odor caracteristico. E praticamente insolivel em &gua, solivel em solugbes aquosas de
hidréxidos alcalinos, facilmente soldvel em etanol, acetona, metanol e cloroférmio e
ligeiramente sollivel em acetato de etila. Possui ponto de fusdo na faixa de 75°C e 78°C e peso
molecular de 206,28 (BRASIL, 2010).

OH

Figura 12: Estrutura quimica do ibuprofeno

E um farmaco hidrofébico e possui um coeficiente de particdo (Log P) igual a 3,4.
Substancias que apresentam valores de log P entre 1 e 4 a absor¢do percutanea é favorecida
(KIELHORN et al., 2005). Apresenta, também, boa solubilidade em solucdo tampéo fosfato
(PBS) com pH 7,4 e por este motivo esta solucdo é bastante utilizada nos testes de permeacéo
cutanea de formas farmacéuticas topicas contendo ibuprofeno, pois, a mesma mantem a
condicdo sink (STAHL et al., 2011; SHIOW-FERN et al., 2010; HERKENNE et al., 2007).
Esta condicdo ocorre quando a concentragdo do farmaco dissolvida no meio de liberacdo €

menor que 10% da sua concentracdo de saturacdo (SINKO, 2008).

1.7.2. Uso tépico do ibuprofeno

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), amplamente utilizados em
reumatologia e condicGes inflamatdrias, apresentam-se como uma classe, potencialmente,
adequada de ser incluida no desenvolvimento de formas farmacéuticas para administracéo
topica.

De uma maneira geral os AINEs atuam na inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX)
e, deste modo, inibicdo da producdo de prostaglandinas e tromboxanos, que sdo mediadores

do processo inflamatério. Como as prostaglandinas estdo envolvidas na citoprotecdo gastrica,
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na agregacdo plaquetéria, na auto regulacéo vascular renal e na inducéo de trabalho de parto,
entre outros efeitos, pode-se esperar que todos os AINEs compartilnem, até certo ponto, um
perfil semelhante de efeitos colaterais dependentes de seus mecanismos de acdo (RANG et al.,
2008).

O ibuprofeno é o AINE que mostra a menor possibilidade de eventos gastrointestinais
graves, essencialmente por sua meia vida curta no plasma (1-3 horas) e por este motivo é
largamente utilizado para o tratamento da dor leve a moderada e inflamagdo associada a
ortoartrite. Estudos in vivo demonstraram que o ibuprofeno tépico foi eficaz e seguro quando
comparado a terapia oral no tratamento de osteoartrite associado a dor no joelho de pacientes
(PADULA et al., 2011).

Esta perspectiva oferece um desafio especial em desenvolver uma formulagéo
adequada que possibilite a penetracdo do farmaco pela barreira constituida pelo estrato
cdérneo, permeacdo através das mais profundas camadas da pele e que garanta a atividade e
efetividade terapéutica (GHOSH et al., 2010; SATO et al., 2007; ALVES, 2006; MILAO,
2003).

Park e colaboradores (2000) avaliaram a capacidade promotora de permeacdo cutanea
do tensoativo Alquil éter de polioxietileno para o ibuprofeno na pele. Os resultados
mostraram que o estudo do equilibrio hidréfilo lipofilo do tensoativo juntamente com as
caracteristicas estruturais do mesmo e das alteracGes fisico quimicas entre o tensoativo e 0
farmaco foram determinantes para o aumento da permeacéo cutanea do ibuprofeno na pele de
ratos.

Padula et al. (2011) desenvolveu um sistema de liberacdo transcutaneo para o
ibuprofeno 5% na forma de adesivo. Um metodo in vitro (difusdo vertical com células de
Franz) utilizando como membrana a pele de orelha suina foi usado para avaliagdo da
permeabilidade cutanea. Os resultados mostraram que o bioadesivo desenvolvido pode ser
utilizado como sistema de liberacdo do farmaco ibuprofeno por via topica. Este estudo
demonstrou ainda que a cinética de liberacdo do farmaco pela pele ndo foi linear, sugerindo
que a forma farmacéutica atua como uma matriz de liberacdo controlada.

No Brasil, o ibuprofeno é encontrado no mercado nas formas farmacéuticas de
capsulas gelatinosas, comprimidos, envelope (granulado) e suspensdo oral. Na tabela abaixo
(TABELA 01) podemos observar os produtos comerciais disponiveis (DEF 2008/2009).
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Tabela 01: Principais produtos comerciais contendo ibuprofeno comercializados no Brasil.

Medicamento Apresentacéo Fabricante Substancia Ativa
Advil® 400mg/cap. Wyeth Ibuprofeno
400mg/comp.
600mg/comp.
Alivium® 50mg/mL/susp. Mantecorp Ibuprofeno
100mg/mL/susp.
400mg/comp.
600mg/comp.
Artril® 300mg/comp. Farmasa Ibuprofeno
600mg/comp.
Dalsy® 100mg/5mL/susp. Abbott Ibuprofeno
400mg/comp.
600mg/comp.
Doraliv® gotas 50mg/ml/susp. Aché Ibuprofeno
lbuprofan® 600mg/comp. Bunker Ibuprofeno
Ibuprofeno® 50mg/mL/susp. Biosintética Ibuprofeno
lbuprofeno® 200mg/comp. Sigma Pharma Ibuprofeno
Maxifen® 50mg/mL/susp. Janssen Ibuprofeno
Motrin® 600mg/comp. Pfizer Ibuprofeno
Uniprofen® 600mg/comp. Unido Quimica Ibuprofeno
Spidufen® 400mg/env. Zambon Ibuprofeno/Arginina
600mg/env.

1.8. Utilizacao de emulsdo para sistemas transcutaneos

As emulsdes sdo os veiculos mais usuais de sistemas de liberacdo em produtos de uso
topico. Por meio destas, é possivel veicular ampla gama de substancias que sdo liberadas de
maneira rapida e conveniente (SATO et al., 2007).

Uma emulséo é um sistema disperso composto de pequenos glébulos de liquido que se
encontram distribuidos em um veiculo no qual é imiscivel (FIGURA 13). Nas emulsdes, a
fase dispersa é considerada fase interna, ou descontinua, e a fase dispersante de fase externa,
ou continua. De um modo geral, para preparar uma emulsdo estavel, uma terceira fase é

necessaria, ou seja, um agente emulgente (ALLEN JR., 2013).
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Os tipos de emulstes séo definidos de acordo com a composicdo da fase dispersa e
dispersante. As emulsdes farmacéuticas, geralmente, consistem na mistura de uma fase
aquosa com varios 0leos e/ou ceras. Quando as goticulas de 6leo estdo dispersas na fase
aquosa, tem-se uma emulsdo do tipo dleo-em-agua (O/A). Sistemas nos quais a agua
encontra-se dispersa em 6leo constituem emulsdes do tipo agua-em-6leo (A/O). Também ¢é
possivel obtermos emulsdes do tipo O/A/O, A/O/A e microemulsdes. Neste Gltimo caso as

goticulas da fase dispersa devem possuir dimensées entre 1nm a 1um (AULTON, 2005).
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Figura 13: Representacdo esquematica de uma emulsdo. A: Fase interna ou dispersa; B: Fase

externa ou dispersante.

Dependendo da sua constituicdo, a viscosidade das emulsdes pode variar bastante,
podendo ser liquidas ou semissolidas. Para a aplicacdo topica de farmacos veiculados em
emulsdo, as formas semissolidas sdo mais utilizadas. Estas sdo denominadas de cremes
enquanto as preparaces mais fluidas sdo chamadas de lo¢6es (ALLEN JR., 2013; AULTON,
2005).

Os cremes sdo formas farmacéuticas semissolidas que contem um ou mais farmacos
dissolvidos ou dispersos em uma base adequada. O termo creme, recentemente, tem sido
utilizado referindo-se a emulsGes 6leo-em-agua ou dipersdes aquosas microcristalinas de
acidos ou alcodis graxos de cadeia longa, removiveis pela agua e com caracteristicas
cosméticas e estéticas mais aceitaveis (USP, 2013; THOMPSON, 2006).

Muitas formulagbes modernas utilizadas como veiculo de preparacdes semissolidas
para uso transcutdneo sdo sistemas lavaveis Oleo-em-agua. Entretanto, logdes aquosas
simples, também, sdo usadas por terem um efeito refrescante sobre a pele. Pomadas usadas
para aplicacdo de medicamentos insoliveis ou solGveis em 6leo deixam um filme gorduroso
sobre a pele, inibindo a perda de umidade e estimulando a hidratacdo da camada de queratina.
Os cremes do tipo O/A combinam as caracteristicas de lo¢Ges e pomadas (FLORENCE &
ATTWOOD, 2003).
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Os cremes do tipo O/A s@o evanescentes, ou seja, desaparecem na pele durante a
friccdo, logo, a fase continua aquosa evapora aumentando a concentracdo de farmacos na fase
oleosa. Por esta razdo, o gradiente de concentracdo do farmaco pelo estrato cdrneo aumenta,
promovendo a absorcao percutanea (AULTON, 2005; FLORENCE & ATTWOOQOD, 2003).

Stahl e colaboradores (2011) realizaram um estudo sobre a influéncia do veiculo na
permeacdo cutanea do ibuprofeno em pele bovina em diferentes formulagdes. Foram
avaliadas 3 formas farmacéuticas (gel, creme e solugdo) contendo ibuprofeno 5%. O estudo
utilizou um sistema de célula de difuséo vertical do tipo Franz para avaliacdo da permeacéo.
O creme foi a forma farmacéutica mais eficaz na promo¢édo da permeacdo do ibuprofeno
quando comparado com as demais formas farmacéuticas. Este trabalho demonstra que exitem
diferencas na promogao da absorcéo do ibuprofeno ao utilizar veiculos diferentes.

Diante do exposto na revisdo da literatura, diversos sistemas terapéuticos sofisticados
podem ser propostos para a liberagdo transcutdnea de farmacos. Entretanto, o
desenvolvimento de formas farmacéuticas simples combinadas com promotores de permeacao
cutaneos eficazes e caracteristicas fisico-quimicas do farmaco favoraveis mostra ser uma
alternativa mais barata e aplicavel para a pesquisa de novos produtos transcutaneos. Em
decorréncia de estudos existentes que comprovam a atividade do dleo de copaiba como
promotor de permeacao cutanea de farmacos e o anti-inflamatério ibuprofeno, de apresentar
capacidade de permear os estratos cutaneos em diferentes formas farmacéuticas, o presente
estudo visa o desenvolvimento de uma emulsdo simples contendo ibuprofeno associado a
diferentes concentracdes de 6leo de copaiba como uma alternativa terapéutica para o
tratamento de doencas inflamatdrias tépicas. Os estudos de permeacdo e penetracdo cutanea
foram feitos pela células de difusdo vertical de Franz com pele de orelha suina como
membrana natural (in vitro) e teste de edema de orelha induzido pelo 6leo de créton em

camundongos (in vivo).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar em modelos experimentais in vivo e in vitro a capacidade do éleo de copaiba

na promogao de absorcdo cutanea do ibuprofeno veiculado em base emulsionada.

2.2. Objetivos Especificos

- Realizar anélise qualitativa e quantitativa de um Oleo de copaiba, comercialmente

disponivel.

- Realizar analise qualitativa do ibuprofeno tanto da matéria prima como das preparacées

desenvolvidas.

- Realizar o desenvolvimento farmacotécnico de preparacdes contendo dleo de copaiba 5% e

10% com ibuprofeno 5% em uma base emulsionada comercial.

- Avaliar a estabilidade preliminar das formulac6es desenvolvidas contendo 6leo de copaiba

5% e 10% com ibuprofeno 5% em creme.

- Verificar a capacidade de permeacdo e penetracdo cutanea do ibuprofeno a 5% em base
emulsionada utilizando o 6leo de copaiba, nas concentracdes de 5% e 10%, como promotor de
permeacdo e penetracdo cutanea em modelo de estudo com células de difusdo vertical de

Franz com pele de orelha suina como membrana natural.
- Avaliar e comparar a atividade anti-inflamatoria das preparac@es contendo ibuprofeno 5% e

Oleo de copaiba 5 e 10% em base emulsionada em modelo in vivo de edema de orelha

induzido pelo éleo de créton.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Matérias primas e reagentes

- Ibuprofeno SQR (USP, lote KOJ008);

- Ibuprofeno matéria prima (Henrifarma, lote 12093696);

- Oleo de copaiba (Beraca, lote 07133310R);

- B-cariofileno SQR (Sigma Aldrich, lote);

- Base emulsionada VersaPro® (Medisca, lote 98722/D);

- Dolgit® creme (Merck Serono, lote 5052);

- Metanol CLAE (Scharlau, lote ME03154000);

- Acido ortofosforico (Emsure-Merck, lote K43963373 246);
- Fosfato monobasico de potéssio (Spectrum, lote 2AJ0949);
- Hidroxido de sodio PA (Spectrum, lote 1BJ0949).

3.1.2. Equipamentos

- Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (Shimadzu, modelo
QP2010 Plus);

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Waters, modelo Alliance);

- Coluna cromatografica C18, 4,6 x 250 mm, 5um (Waters, modelo X-bridge);

- Detector de ultravioleta (Waters, modelo 2489)

- Balanca analitica (Shimadzu, modelo AUY?220);

- Banho ultratermostatico (Cientec, modelo CT-281-28)

- Phmetro digital (Gehaka, modelo PG-2000);

- Centrifuga refrigerada (NT 835);

- Microscopio optico (Olympus, modelo BH-100);

- Camera digital para microspopio (Moticam — 1000);

- Sistema células de difusdo vertical montado pela Universidade Federal do Rio de
Janeiro;

- Refrigerador (Dako);

- Estufa de secagem (Nova ética, modelo HX-400).
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3.2. Métodos

3.2.1. Caracterizacao e identificacdo do dleo de copaiba

3.2.1.2. Analise de Cromatografia de fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é um dos
procedimentos mais utilizados e importantes para analise de misturas volateis complexas e de
baixo pelo molecular. Muitos trabalhos cientificos relatam a utilizacdo desta técnica para
analise qualitativa e quantitativa do 6leo de copaiba (GELMINI et al, 2013;CUSTODIO,
2012; LIMA et al, 2011; BIAVATTI et al, 2006).

A identificacdo dos constituintes do 0leo de copaiba foi realizada por comparacédo do
cromatograma obtido da amostra com o padrdo de B-cariofileno. Foi realizado o célculo do
indice de retencdo ou indice de Kovatz (IK) a partir dos tempos de retencdo (TR) de cada pico
e comparados com os dados da literatura (ADAMS, 1995). Cada pico do cromatograma foi,
também, identificado pelo seu espectro de massas, por comparacdo com a biblioteca do
equipamento. A quantificacdo do percentual relativo dos constituintes identificados foi obtida
com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes pelo método da normalizacéo.

Para calculo do indice de Kovats um padrdo de hidrocarbonetos (Cs-Cas, C2s € Cap)
apresentado na FIGURA 14 foi analisado no mesmo método de analise das amostras para

obter os dados necessarios para o calculo.

Figura 14: Cromatograma do padrao de hidrocarbonetos Cg-Cyg, Czg € Csp.
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A obtencdo do IK foi feita utilizando a equacéo (4) abaixo:

(Tr, — Tr,)

IK=100{n+ 77——F—
(Trn+1 - Trn)

Onde:

Try — Tempo de retengdo do composto de interesse.

Tr, — Tempo de retengé@o do hidrocarboneto com tempo de retencdo inferior a Try
Trq+1— Tempo de retengé@o do hidrocarboneto com tempo de retencéo superior a Try

n —numero de carbonos do hidrocarboneto de menor tempo de retencéo

3.2.1.2.1. Condigdes Cromatograficas

As analises de CG-EM foram realizadas empregando-se um cromatégrafo a gas
acoplado a um detector seletivo de massas de marca Shimatzu e modelo GCMS-QP2010 Plus
(FIGURA 15), operando com uma fonte de elétrons com energia de ionizacdo de -70 eV. O
cromatografo foi operado com coluna capilar de silica fundida do tipo Rtx-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). Foi operado com hélio de alta pureza como gas de arraste, com fluxo de
1,46mL/min. As analises foram realizadas com injetor operando a 245°C, forno a 80°C e
detector a 300°C. Os volumes injetados foram de 0,1 pL de uma solu¢do contendo 2 uL do

6leo de copaiba e padrédo de p-cariofileno em 1000 uL de Hexano, sem divisdo de fluxo.
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Figura 15: Cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a espectrometria de massas

3.2.2. Identificacdo e andlise quantitativa do Ibuprofeno matéria prima

3.2.2.1. Analise quantitativa por Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE)

3.2.2.1.1. Condicdes cromatograficas

As analises foram realizadas no Laboratério de Farmacologia clinica e experimental
do ICB/UFJF de acordo com a metodologia descrita na BRITISH PHARMACOPOEIA
(2014), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em equipamento da marca Waters
e modelo Alliance 2695 (FIGURA 16), equipado com detector de ultravioleta (UV) modelo
2489 de duplo comprimento de onda, no qual foi utilizado o comprimento de 222 nm para
obtencdo dos cromatogramas. Foi utilizado sistema de fase reversa e modo isocratico. As
condigdes cromatograficas foram as seguintes: coluna X-Bridge C18 150 mm x 4,6 mm, Sum
(Waters, EUA); fase movel, metanol:dgua (75:25 v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido
ortofosforico; fluxo, 1,0mL/min ¢ volume de injecdo de 20 uL.

O teor de ibuprofeno matéria prima e aquele contido no creme foram calculados
através da curva analitica obtida a partir de uma solugdo padrdo de ibuprofeno na
concentracdo de 2000ug/mL.

A linearidade do método assim como a precisdo, limite de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) foram avaliados de acordo com a Resolucdo RE 899 de 2003 (BRASIL,

2003).
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Figura 16: Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Waters, modelo Alliance).

3.2.3. Desenvolvimento farmacotécnico das amostras

Para o preparo da amostra contendo 6leo de copaiba 10% em creme, primeiramente, a
base emulsionada foi pesada em balanca eletrénica e adicionada a um gral de porcelana. Em
seguida o 6leo de copaiba foi, também, pesado na concentracdo proposta e adicionado na base
e homogeneizada por 10 minutos com o auxilio de um pistilo. A preparagéo foi acondicionada
em pote plastico e identificada como OC10. Esta amostra foi utilizada para o teste in vivo de
edema de orelha em camundongos para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do Oleo de
copaiba.

Ja a amostra contendo ibuprofeno (IBU) 5% em creme, o IBU foi pesado e transferido
para um gral e triturado com o auxilio de um pistilo. Em seguida a base emulsionada foi
pesada, adicionada ao IBU e homogeneizada por 10 minutos. Esta preparacdo foi
acondicionada em pote plastico e identificada como controle positivo (CP) para ser utilizada
nos testes in vitro de permeacdo e penetracdo cutanea e in vivo com inducdo de edema pelo
6leo de créton em orelha de camundongos.

No preparo das amostras contendo IBU 5% e 6leo de copaiba 5% e 10% (FIGURA
17), primeiramente o IBU foi pesado, transferido para um gral e triturado com auxilio de um
pistilo. Em seguida o 6leo de copaiba foi, também, pesado e homogeneizado junto ao
ibuprofeno. Apo6s completa homogeneizacdo do ibuprofeno ao 6leo de copaiba, a base
emulsionada foi pesada e adicionada a mistura e homogeneizada por 10 minutos. As
preparaces foram acondicionadas em potes plasticos e identificadas como IBOC5 (creme
com IBU 5% e 6leo de copaiba 5%) e IBOC10 (creme com IBU 5% e 6leo de copaina 10%).

Estas amostras foram utilizadas para os estudos de estabilidade preliminar, permeacdo e
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penetracdo cuténea in vitro e edema de orelha induzido pelo 6leo de créton em orelha de
camundongo (ALLEN JR., 2002). (FIGURA 17).

Figura 17: Materiais utilizados para a preparacdo das amostras de ibuprofeno 5% e 6leo de
copaiba nas concentracfes de 5 e 10%.

3.2.4. Estudo de estabilidade preliminar das amostras preparadas

As formulacdes (IBOC5 e IBOC10) desenvolvidas foram submetidas a testes prévios
de estabilidade descritos por Carli et al., 2009 (adaptado). Foram empregadas condicoes
extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reacfes de degradacao.

As amostras, em triplicata, foram acondicionadas em pote plastico de parede simples
com tampa e submetidas a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento. Ciclos de 24
horas em estufa a 45 + 2°C e ciclos de 24 horas em freezer a -5 + 2°C durante 12 dias. As
amostras foram avaliadas no to (tempo zero = 24 horas apds o preparo) e no tempo apos 12

dias (t12) sendo analisadas as seguintes caracteristicas:
3.2.4.1. Caracteres organolépticos

Os caracteres organolépticos avaliados foram homogeneidade, cor, odor, brilho,
auséncia de grumos e precipitados. Estes testes foram realizados visualmente e pela percepcéo
direta.

3.2.4.2. Determinagéo do pH

Foi preparada uma solu¢do aquosa das amostras em estudo a 10% (p/v) e realizada a
medida do pH em triplicata para cada amostra. Um Phmetro digital marca Gehaka e modelo
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PG2000 foi previamente calibrado com solugfes tampéo de acetato pH 4,0 e tampéo fosfato
pH 7,0.

3.2.4.3. Teste de resisténcia fisica

As amostras, em triplicata, foram colocadas em tubos do tipo eppendorf submetidas as
condicdes de estresse mecanico, através da centrifugacdo em uma velocidade de 1370g, por
15 minutos. As amostras foram avaliadas visualmente quanto a presenca de precipitacédo,
coalescéncia e separa¢do ou nao de fases das preparacdes semissolidas.

3.2.4.4. Avaliago da espalhabilidade das amostras

Para a determinacdo da espalhabilidade das amostras preparadas, empregou-se 0
método de placas paralelas (FIGURA 18). Este teste consiste na utilizacdo de uma placa
molde circular de vidro com 20 cm de didmetro e 0,4 cm de espessura, com orificio central de
1,2 cm de diametro, a qual foi colocada sobre uma placa suporte de vidro (20cm x 20cm)
posicionada sobre uma folha de papel milimetrado. A amostra foi introduzida no orificio da
placa molde e a superficie foi nivelada com uma espatula, esta placa foi, cuidadosamente,
retirada e sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro (placa de Petri) de peso conhecido
(200g). Apds um minuto, foi realizada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra, em
duas posicbes opostas, com o auxilio da escala do papel milimetrado. Posteriormente, foi
calculado o didmetro meédio. Este procedimento foi repetido acrescentando sucessivamente
outras 3 placas, em intervalos de um minuto perfazendo uma massa total aplicada de 800g. Os
resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo da massa aplicada, de
acordo com a equacao 5, sendo que 0s mesmos correspondem a media de trés determinaces.
A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a equacdo previamente

descrita na literatura por Knorst (1991) e citada por Borghetti e Knorst (2006).

Bi = d? (7)

Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso (mm?)
d? = diametro médio ao quadrado (mm)

m = 3,14
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Figura 18: Teste de espalhabilidade da formulagdo IBOC10 no tempo zero (tp): (A) amostra
introduzida no orificio da placa molde; (B) amostra ap6s retirada da placa circular; (C)
espalhabilidade da amostra apds acréscimo de 200g; (D) espalhabilidade da amostra apos
acréscimo de 400g; (E) espalhabilidade da amostra apds acréscimo de 600g; (F)
espalhabilidade da amostra apds acréscimo de 800g.

3.2.4.5. Avaliacdo do aspecto fisico e presenca de cristais nas amostras por microscopia

Optica

E possivel utilizar um microscopio convencional para medir o tamanho de particulas
na faixa de 0,2 até 100um, aproximadamente (SINKO, 2008).

Para avaliar o aspecto fisico das amostras (IBOC5 e IBOC10) foi utilizado um
microscopio optico convencional acoplado a uma camera digital (Moticam 1000) para registro
das imagens. As amostras no tempo zero (to) foram preparadas adicionando cerca de 20mg do
creme sobre uma lamina de vidro e logo em seguida foi adicionada uma gota de agua
destilada e homogeneizada. Sobre a amostra foi adicionada uma laminula de vidro e a analise
foi realizada através de campos aleatorios nas lentes de aumento de 40x e 100x.

A coleta dos resultados foi por fotografias registradas pelo programa Motic Live
Imaging Module com adigdo de escala de 1pm. Através das imagens foi avaliada a
morfologia e tamanho das micelas formadas e presenca de cristais de ibuprofeno néo

dissolvido nas amostras.
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3.2.5. Andlise quantitativa do ibuprofeno na base emulsionada
3.2.5.1. Preparo da amostra

Em um béquer de 100 mL foi agitada vigorosamente uma quantidade de 1 g das
amostras contendo 1BU 5% (correspondente a 50mg de ibuprofeno) com 25 mL da fase movel
durante 10 minutos. Em seguida foi decantada a solugdo para um baldo volumétrico de 50 mL
e 0 béquer foi rinsado com duas quantidades de 10mL da fase movel. As solucdes resultantes
foram transferidas para o baldo volumétrio e o volume foi completado com a fase mdvel para
50 mL e filtrado (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2014).

A analise quantitativa do IBU foi realizada de acordo com as condigdes
cromatograficas descritas no item 3.2.2.1.1.

3.3. Analise in vitro de permeacéo e penetracéo cutanea do ibuprofeno em pele suina
3.3.1. Escolha da solucéo receptora

A escolha da solucdo receptora a ser utilizada no estudo da permeacéo cutanea in vitro
foi baseada na solubilizacdo da quantidade total do farmaco presente na tomada de amostra
(200mg das formulagdes contendo 5% do farmaco ibuprofeno) no volume de solucéo
receptora empregado no teste in vitro (7,5mL). A partir desta quantidade da amostra e devido
ao fato do ibuprofeno apresentar 6tima solubilidade na solucdo de tampéo fosfato pH 7,4, esta
foi capaz de manter a condi¢do sink para a permeacdo conforme ja descrito em trabalhos
anteriores (SALIM et al., 2012; BAERT et al., 2011; LAKSHMI et al., 2011; STAHL et al.,
2011; SHIOW-FERN et al., 2010; HERKENNE et al., 2007).

3.3.1.1. Preparo da solucdo tampao fosfato pH 7,4

Esta solucdo foi preparada segundo a Farmacopéia Americana (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2013), e confeccionada em um baldo volumétrico de 200 mL

adicionando 50 mL de solucdo de fosfato monobésico de potassio (KH2P04) 0,2M a 39,1 mL

de solucdo de hidroxido de sddio (NaOH) 0,2M completando o volume com agua livre de
diéxido de carbono. O pH foi verificado em pHmetro digital e procedido os ajustes para pH
7,4, com solucdo de NaOH 1N.
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3.3.2. Elaboragéo da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, uma solugdo de ibuprofeno SQR foi preparada na
concentracdo de 1000 pg/mL em solugdo tampdo fosfato pH 7,4. Esta solucgdo foi diluida para
obter solugbes de ibuprofeno SQR nas concentracdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0
e 200pug/mL na fase movel.

As solugbes foram analisadas por CLAE conforme descrito em 3.2.2.1.1. As solucdes
foram injetadas em triplicata e as médias das areas referentes a cada concentracdo foram
plotadas em gréfico de concentracdo versus area. A equacdo da reta e o coeficiente de

correlacdo foram calculados pela analise da regresséo linear.

3.3.3. Obtencao e preparo da pele de orelha suina

A pele da orelha de porco, utilizada como modelo nos estudos de permeacéo in vitro,
foi adquirida no frigorifico comercial Fripai localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil, tendo o cuidado para que a orelha fosse retirada antes da fase de limpeza do
animal que é por escaldamento, para manter a integridade da pele. Inicialmente as orelhas
foram lavadas em agua purificada, sendo o excesso de &gua retirado com papel absorvente.
Apos a selecdo das peles integras (livres de lesGes, arranhdes ou manchas) os pélos foram
cortados com tesoura. Em seguida com auxilio de pin¢a anatdmica e bisturi, procedeu-se a
dissecacdo da parte externa das orelhas e foi separada a pele da cartilagem. As amostras de
peles assim dissecadas foram cortadas em tamanhos padronizados e adequadas a utilizagcdo na
area de permeacao, e entdo acondicionadas em filme plastico e papel aluminio, e mantidas em
congelador até o momento do uso (por no maximo 30 dias) (SANTIS, et al., 2012; KOOP,
2012).

Quando solicitadas estas peles foram retiradas do congelador e descongeladas a
temperatura ambiente, sendo entdo cada fragmento de pele colocado numa célula de difusao
(KOOP, 2012; ANTONIO, 2007).

3.3.4. Ensaio de permeacdao e penetracdo cutanea in vitro

Os estudos de penetracdo/permeacdo in vitro do IBU foram realizados em triplicata (n
= 3) em células de difusdo vertical com as amostras Controle positivo, produto comercial,
IBOC5 e IBOC10 (SALIM et al, 2012; YUAN & CAPOMACCHIA, 2005). A pele suina
total excisada foi montada sobre a célula de difusdo com o estrato corneo faceando o
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compartimento doador. O compartimento receptor foi preenchido com 7,5mL de tampéao
fosfato pH 7,4. As células foram mantidas a 37°C + 0,5 por banho termostatizado. O liquido

receptor foi mantido sob agitacdo constante (900 rpm) por meio de diminuta barra magnética

acoplada a uma pequena hélice, a fim de assegurar sua homogeneidade (FIGURA 19)
(SANTIS et al., 2012; MONTEIRO et al., 2012).

Figura 19: A) Sistema empregado nos estudos de penetragdo/permeacéo in vitro. B) Aplicacéo

da amostra.

As peles permaneceram durante 15 minutos em contato com o liquido receptor,
permitindo, assim, a obtencdo de um equilibrio com o ambiente. A seguir, as amostras foram
aplicadas com auxilio de pipeta automatica para semissolidos com o objetivo de facilitar a
aplicacdo, o compartimento doador foi preenchido cuidadosamente para evitar a formacéo de
bolhas de ar no contato com a pele (FIGURA 19). Cada area difusional do compartimento
doador correspondeu a aproximadamente 1,00 cm® Os experimentos foram realizados com
uma quantidade de aproximadamente 200mg de cada amostra aplicadas no compartimento
doador e, por conseguinte a permeacdo ocorreu sob condicdo de quantidade infinita de

farmaco, ou seja, excesso de produto (SILVA, 2009).

Ap0s a aplicacdo das amostras, uma aliquota de 1 mL da solucéo receptora foi retirado
para analise a cada intervalo de 90 minutos, havendo reposicdo do volume com tampédo novo
para manutencdo da condicdo sink. As amostras foram analisadas por CLAE nas condigcdes
cromatograficas ja especificadas em 3.2.2.1.1 a partir da curva analitica do ibuprofeno na
solucdo receptora. A presenca do IBU no meio receptor foi monitorada por 450 minutos
(HERKENNE et al, 2007).
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Para o calculo da quantidade de IBU permeada (Q:ceq) N0 tempo t, foram consideradas
as diluigdes que ocorreram apds a primeira coleta, empregando-se a equagdo (6) abaixo,
segundo Sato (2009):

n—1
Qt,ced = Cmensurada t X Vr + Z X Ca X Va

Onde:

Cmensuradat = CONCentracdo mensurada da coleta no tempo t;
V: = volume da solucdo receptora da célula de difusdo;

Ca = concentracdo da amostra removida;

V, = volume da amostra removida.

A partir destes resultados, uma curva de permeacdo do ibuprofeno, expressa em
microgramas por centimetro quadrado (pg/cm®) de farmaco permeado versus tempo
(minutos), foi construida.

Os valores permeados obtidos por CLAE serviu para o célculo dos parametros
cinéticos (escolha do modelo cinético correspondente), tempo de laténcia (Lag Time), fluxo
de permeacdo no estado estacionario (J) e coeficiente de permeabilidade (Kp) do ibuprofeno
pela membrana (SANTIS et al., 2012; STAHL et al., 2011).

Para determinar a cinética de permeacdo, foram utilizados o modelo cinético de
Higuchi (pseudo 12 ordem), o de 12 ordem e o de ordem zero. O modelo que apresentou o
coeficiente de correlacdo linear (R?) mais proximo de 1 correspondeu & cinética da permeacio
do IBU pela membrana (SATO et al, 2007).

Para o0 ensaio de penetracdo de IBU na derme e epiderme, o sistema foi desmontado, a
pele foi retirada da célula com auxilio de uma pinca, a formulacédo foi removida com auxilio
de algoddo, a pele foi limpa com algoddo umedecido e seca com algoddo (trés vezes). A
epiderme foi separada da derme com auxilio de bisturi, conforme demonstrado na sequiéncia
de fotos na FIGURA 20.
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Figura 20: A) Retirada do segmento de pele; B) Pele apés remocdo da formulacdo; C)
Separacao dos estratos cutaneos: epiderme e derme com auxilio do bisturi; D) Derme sendo
recortada para processo de extracéao.

A eficiéncia deste processo de separacdo foi validado por SANTIS et al.,, 2012
(FIGURA 21) pela analise histoldgica da orelha apds a extracdo da epiderme. Atraves desta
analise pode-se obervar que a epiderme do lado esquerdo da figura foi completamente
removida apds o procedimento.

Figura 21: Imagem em microscopia de luz da amostra pele suina (separacdo de epiderme
e derme). Corante: hematoxilina-eosina (HE); Barra = 20pum (SANTIS et al., 2012).
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A Epiderme e derme foram submetidas ao processo de extracdo de IBU. Inicialmente,
o0s segmentos de pele (epiderme e derme) foram imersos com 1mL da fase mével. O solvente
foi adicionado em cada Eppendorf e vortexados por 30 segundos intercalados trés vezes. Apos
a terceira agitacdo no vortex, os Eppendorfs foram centrifugados a 6400 rpm por 10 minutos
em mini-centrifuga. Em seguida foi retirado o sobrenadante e as amostras coletadas foram
foram analisadas por CLAE nas condi¢Ges cromatograficas ja especificadas em 3.2.2.1.1 a
partir da curva analitica do ibuprofeno na solucéo receptora (BHATIA et al., 1997).

A partir destes resultados foi construido um gréfico de analise de penetracdo do IBU
na epiderme e derme. Os resultados foram utilizados para avaliacdo da capacidade do 6leo de
copaiba em carrear o farmaco IBU através das diferentes estruturas da pele (SANTIS et al.,
2012).

3.4. Teste in vivo da atividade anti-inflamatoéria

3.4.1. Animais e manutencao

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss (25-35 ),
machos, mantidos no Laboratorio de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), em temperatura de 22 + 2 °C, respeitando uma
fase clara/escura de 12 horas, onde receberam agua e racdo comercial (Nuvital) ad libitum.
Antes do inicio dos experimentos os animais foram mantidos no laboratério por um periodo
de 1 semana para adaptacdo (HORINOUCHI et al., 2013; OTUKI et al., 2011; RAUH et al.,
2011).

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientacdes para 0s cuidados
com animais de laboratérios, determinados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UFJF. O presente projeto foi avaliado pelo mesmo sendo aprovado sob um protocolo de
namero 058/2013.

3.4.2. Analise de edema de orelha induzido por éleo de croton

Os animais foram divididos em seis grupos diferentes (n = 6), pesados e identificados.
A cada grupo de seis animais foi aplicado na superficie interna da orelha direita 20pL de
solucdo de 6leo de créton 5% (v/v) dissolvido em acetona, como agente flogistico. Logo em

seguida as animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina. Apds 15 minutos, a cada
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grupo de seis animais foi aplicado na superficie interna da orelha esquerda 20mg de creme
base e na superficie interna da orelha direita 20mg das preparacdes semissolidas: creme base
(controle negativo), creme com ibuprofeno 5% (controle positivo), produto comercial, creme
com 6leo de copaiba 10%, creme com 6leo de copaiba 5% e ibuprofeno 5% e creme com 6leo
de copaiba 10% e ibuprofeno 5%. Seis horas ap0s a aplicacdo das amostras, 0s animais foram
sacrificados, as orelhas seccionadas em discos circulares de 6,0 mm de didmetro com auxilio
de punch de biépsia e pesados em balanca analitica. O edema formado foi avaliado pela
diferenca das massas entre a orelha tratada (direita) e a orelha com o veiculo (esquerda)
(PACHECO et al., 2014).

Para minimizar variacOes referentes a técnica, os experimentos foram realizados
sempre pelo mesmo experimentador. O agente flogistico foi dissolvido em acetona e um
volume de 20 pL da solugdo foi aplicado na orelha direita de cada camundongo (ZANUSSO-
JUNIOR et al., 2011).

3.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média, desvio padréo, desvio padrdo relativo e
erro padréo da média. Quando necessario, os dados foram avaliados pelo teste de t de Student
e pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de maltipla comparacéo de
Newman Keuls. Valores de p menores do que 0,05 (p < 0,05) foram considerados como
indicativos de significancia. Os célculos foram feitos utilizando o Software estatistico

GraphPad Prism versédo 4, San Diego California, EUA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Constituicdo quimica do 6leo de copaiba avaliada pelo método de CG-EM.

O 06leo de copaiba comercial apresentou coloragdo incolor a esverdeada, com odor
caracteristico da planta. O teor e constituicdo quimica do 6leo sdo semelhantes ao descrito
para este género na literatura (CUSTODIO &VEIGA JUNIOR, 2012; LEANDRO et al.,
2012, LIMA et al.,, 2011; VEIGA JUNIOR et al., 2007, GRAMOSA &SILVEIRA, 2005).

Para fins de controle de qualidade foi necessario definir um marcador para ser
monitorado e poder garantir a qualidade das analises subsequentes. O marcador que foi
utilizado no monitoramento da qualidade do 6éleo de copaiba é o sesquiterpeno B-cariofileno
(Cis5H24; PM 204) ja& que 0 mesmo esta presente em todas as espécies de copaiba e tem
disponibilidade de padrdes comerciais (LIMA et al., 2011).

A comparacdo dos cromatogramas (padrdo e amostra) juntamente com o calculo do
indice de Kovats e analise dos espectros de massas obtidos por CG-EM do 6leo de copaiba
com 0s espectros de massas reportados na literatura (ADAMS, 1995) para sesquiterpenos
permitiu a identificacdo dos principais compostos presentes neste material.

Os cromatogramas obtidos do padrao de B-cariofileno e 6leo de copaiba comercial,
feitos por CG-EM, encontram-se nas FIGURAS 22 e 23. Foi identificada uma substancia (-
cariofileno) no padrdo. Ja no éleo de copaiba comercial foram identificadas 16 substéancias,
sendo 14 sesquiterpenos ndo oxigenados (97,65%) e 2 sesquiterpenos oxigenados (2,35%).
Como constituintes principais (> 5%) do 6leo comercial estdo: B-cariofileno (4,34,94%), a-
humuleno (6, 9,91%), germacreno D (9, 9,32%), a-bergamoteno (5, 9,21%), a-copaeno (2,
7,65%), o-cadineno (13, 5,62%) e a-muuroleno (10, 5,20%), conforme demonstrado na
TABELA 02. As estruturas quimicas desses metabolitos especiais estdo reunidas na
FIGURA 24.

No presente trabalho a técnica cromatografica foi eficaz, pois possibilitou a separagédo
dos componentes da amostra e o espectrometro de massas forneceu o perfil de fragmentacéo
do marcador quimico B-cariofileno. Este marcador além de estar disponivel comercialmente, é
utilizado em diversas pesquisas de quantificacdo do 6leo de copaiba como padrdo de
referéncia (SOUSA et al., 2011).
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Figura 22. Cromatograma de CG-EM do padrao de p-cariofileno.
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Figura 23. Cromatograma de CG-EM do 6leo de copaiba.

O teor calculado em relacéo a area do pico no cromatograma de CG-EM da substancia
B-cariofileno (34,94%) no 6leo de copaiba esta em acordo com o especificado no laudo de
analise do fabricante (> 32%) do Oleo comercial. Este resultado € importante, ja que o -
cariofileno é o marcador quimico e o principal constituinte do 6leo.

Resultado semelhante foi observado por Sousa et al. (2011) no trabalho intitulado
como Validacdo do Método Cromatografico a gas para quantificar sesquiterpenos em 6leos de

copaiba. Foram avaliados 5 6leos de copaiba de diferentes fornecedores por cromatografia
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gasosa acoplada a um detector de ionizagdo de chamas e o B-cariofileno foi o constituinte
majoritario em todas as amostras pesquisadas.

Devido a diversidade de espécies do género Copaifera e 0os métodos de extracdo e
purificacdo adotados na producdo comercial do 6leo, a composicdo quimica do dleo de
copaiba vem sendo discutida em trabalhos recentes (LEANDRO et al., 2012; PIERI et al.,
2009; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Normalmente, apenas as caracteristicas fisicas como densidade e coloracdo sdo
avaliadas no 6leo comercial. O dleo de copaiba avaliado apresentou composi¢do quimica
muito similar aos Oleos de copaiba descritos em literatura e apresentando 0s mesmos
constituintes majoritarios e marcador quimico. Com o intuito de comparar o perfil quimico do
6leo de copaiba obtido neste trabalho com os dados da literatura, os constituintes majoritarios
de alguns quimiotipos desta espécie foram reunidos na TABELA 02.

d-elemeno a-Copaeno B-elemeno B-cariofileno

1) ) 3) (4)

/j
AN s

AN
a-bergamoteno a-humuleno Y-gurjuneno y-amorfeno
() (6) (7) (8)
F
germacreno D a-muuroleno B-bisaboleno y-cadineno
(9) (10) (11) (12)
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Figura 24: Estruturas quimicas dos metabdlitos especiais do 6leo de copaiba.

Foi possivel observar que a constituicdo quimica do 6leo de copaiba descrito em
literatura apresenta composicdo relativamente uniforme, havendo predomindncia dos
sesquiterpenos ndo oxigenados. Entretanto, a propor¢do do B-cariofileno em comparacgéo aos
demais componentes € maior, apesar de haver diferencas nas suas concentracfes nas
diferentes literaturas.

Quantidades significativas de sesquiterpenos foram encontradas no 6leo comercial
avaliado, possivelmente devido ao procedimento de purificacdo pelo método de destilacdo
que o Oleo resina passou antes de ser acondicionado. Estes resultados, tambem, foram
encontrados por GELMINI et al. (2013) e de acordo com DEUS et al. (2011) a destilacdo do
Oleo resina promove minimizacdo de interferéncia de outras substancias quimicas presentes,
aléem de reduzir o nimero de variaveis para se identificacdo das substancias responsaveis
pelas atividades avaliadas.

Um resultado importante quanto aos possiveis produtos de degradacdo formados a
partir dos processos de purificagdo do 0leo esta na baixa concentracdo encontrada de 6xido de
cariofileno (0,39%) na amostra avaliada. Este dado difere do resultado apresentado por DEUS
et al. (2011) onde a concentracdo do Oxido de cariofileno encontrado no Gleo de copaiba,
também destilado, foi de 10,34%. Este resultado sugere que a amostra avaliada neste trabalho
apresentou boa estabilidade fisico-quimica frente ao processo de oxidacdo durante seu

processo de purificacdo e acondicionamento.
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Tabela 02: Constituicdo quimica do éleo de copaiba comercial

Substancia TR (min) IK (lit) 1K (exp.) Area (%) IS (%)
d-elemeno (1) 13,598 1335 1339 1,19 92
a-copaeno (2) 14,689 1374 1380 7,65 94
B-elemeno (3) 15,091 1389 1395 2,95 96
B-cariofileno (4) 15,976 1423 1428 34,94 97
a-bergamoteno (5) 16,240 1432 1438 9,21 95
a-humuleno (6) 16,794 1452 1459 9,91 95
y-gurjuneno (7) 16,972 1475 1465 1,53 88
y-amorfeno (8) 17,354 1495 1480 3,53 90
germacreno D (9) 17,513 1484 1486 9,32 92
a-muuroleno (10) 17,995 1500 1503 5,20 93
B-bisaboleno (11) 18,181 1505 1508 3,04 93
y-cadineno (12) 18,424 1513 1516 1,67 87
d-cadineno (13) 18,698 1522 1524 5,62 90
germacreno B (14) 19,871 1559 1558 1,89 90
oxido de cariofileno (15) 20,837 1582 1586 0,39 83
a-cadinol (16) 23,490 1652 1650 1,96 89
Sesquiterpenos ndo oxigenados 97,65
Sesquiterpenos oxigenados 2.35

TR: Tempo de retencdo em minutos; IK(lit.): Indice de Kovatz da literatura (ADAMS, 1995);

IK (exp.): indice de Kovatz experimental; IS: indice de similaridade.
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Tabela 03: Comparagdo entre 0s constituintes majoritarios (> 5%) obtidos do 6leo de copaiba

neste trabalho com os dados da literatura

Resultados Santos Deus Veiga Junior  Gramosa &
obtidos et al. et al. et al. Silveira
(2012) (2011) (2007) (2005)
B-cariofileno 34,94 37,3 57,29 40,90 53,30
a-humuleno 9,91 5,40 9,11 6,00 6,10
germacreno D 9,32 * * 5,00 *
germacreno B * * * * 8,70
a-bergamoteno 9,21 9,00 5,31 * *
a-Copaeno 7,65 * * 8,20 *
B-selineno * * * * 6,50
d-cadineno 5,62 * * 7,20 *
B-bisaboleno * 14,50 * * *
a-muuroleno 5,20 * * * 8,30
oxido de cariofileno * * 10,34 * *

* Constituinte ausente ou com area inferior a 5%.

O espectro de massas do sesquiterpeno [B-cariofileno (4), constituinte majoritario
(34,94%) do 6leo de copaiba, encontra-se na FIGURA 25.
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Figura 25: Espectro de Massas do B-cariofileno contido no dleo de copaiba (1) e espectro de
Massas do f3-cariofileno da biblioteca de massas do equipamento (2).

A comparacao do espectro de massas do B-cariofileno obtido pela analise de CG-EM
da amostra de 6leo de copaiba com o espectro de massas reportado no banco de dados do
equipamento permitiu a identificacdo deste composto dleo analisado.

O espectro de massas do B-cariofileno apresenta as fragmentacdes da cadeia lateral a
partir do ion molecular 204, fornecendo os ions de m/z 133, 105, 93 e 41.

O pico base e ion molecular (m/z = 204) de baixa intensidade sdo coerentes com a
estrutura proposta pelo banco de dados do equipamento e de acordo com a literatura
(ADAMS, 1995). Os demais picos observados correspondem principalmente aos fragmentos
formados pela perda de grupos metila e metileno.

A biossintese do B-cariofileno (4), principal constituinte sesquiterpeno identificado no
6leo de copaiba, encontra-se na FIGURA 26. A formacéo de sua estrutura ciclica a partir do
Farnesil-Pirofosfato (FPP) ¢é iniciada pelo ataque nucleofilico da nuvem de elétrons m ao
carbono alilico ligado ao grupo pirofosfato, que resulta na formacdo de uma ligacdo o e
consequente expulsdo deste grupo e formacdo do humulil cation. O sesquiterpeno (4) €
resultante de um ataque nucleofilico da nuvem = de elétrons ao carbono catiénico e posterior
desprotonacdo (DEWICK, 2002).

46




FPP Humulil cation p-cariofileno

Figura 26: Biossintese do B-cariofileno.

4.2. Identificagéo e quantificagédo do Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBU), analisado, apresentou-se como um pé cristalino branco, insolavel
em agua, muito soluvel em alcool, metanol, acetona e cloroformio. Estes resultados estdo de
acordo com as especificages do laudo de anélise do fabricante, USP 36 (2013) e BRITISH
PHARMACOPOEIA (2014).

Para quantificacdo do IBU nos ensaios para a matéria prima comercial e na formulacéo
de creme contendo IBU 5% foi usado o metodo analitico por CLAE descrito no item
3.2.2.1.1. A linearidade e a precisdo do método foram determinados.

De acordo com a RE n° 899 de 2003, a linearidade é a capacidade da metodologia
analitica demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, em intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja
determinada pela analise de, no minimo, 5 concentracGes diferentes (BRASIL, 2003).

Para obtencdo da curva analitica do IBU, foi preparada uma solugdo com ibuprofeno
padrdo SQR na concentracdo de 2000pg/mL na fase mdvel. A partir desta solucdo foram
feitas diluicGes nas concentrac@es de 500; 800; 900; 1000; 1100 e 1200ug/mL. Os valores da
area obtidos foram plotados com as respectivas concentracdes e foi calculada a equacdo da

reta e o coeficiente de correlacdo (r) conforme demonstrados na FIGURA 27.
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Figura 27: Curva analitica do padréo do IBU em CLAE para o teste de linearidade, utilizando
como fase movel o metanol: agua (75:25 v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido ortofosforico.

O método apresentou boa linearidade no intervalo de 500 a 1200pg/mL com uma
relacdo entre a concentracdo do analito e a area do pico expressa pela equacao de regressdo: y
= 30000x + 8320000 e com coeficiente de correlacdo de 0,9907, atendendo as especificacdes
da RE n° 899 que recomenda um coeficiente de correlagdo de no minimo de 0,99. O tempo de
retencdo do IBU nas condi¢Ges empregadas foi de 5,52 minutos.

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta € considerada em trés
niveis: repetibilidade (precisao intra corrida), precisdo intermediaria (precisao inter corridas) e
reprodutibilidade (precisdo inter laboratorial) (BRASIL, 2003).

A repetibilidade constitui a precisdo estudada no mesmo laborat6rio, em pegueno
intervalo de tempo. A precisdo intermediaria é expressa pela variacdo entre resultados obtidos
em dias diferentes pelo mesmo laboratorio. A reprodutibilidade é estudada entre diferentes
laboratdrios, em diversas localidades do mundo, utilizando o mesmo conjunto de amostras
(BRASIL, 2003).

Sendo a repetibilidade a analise do grau de concordancia entre os resultados obtidos,
sob as mesmas condicGes de medicdo, o ensaio deve ser procedido mantendo inalterado o
procedimento de medicdo, o analista, 0 equipamento utilizado, as condicdes e o local de
analise, com repeticdes em curto espago de tempo (BRASIL, 2003).

A partir de uma solugdo padréo de ibuprofeno SQR (2000pg/mL) na fase movel foram
preparadas trés concentragdes de 500; 800 e 1200ug/mL. As analises foram feitas em 9
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réplicas, sendo cada concentracdo analisada em triplicata em trés diferentes periodos do dia. O
desvio padrdo relativo das areas dos picos foi utilizado para avaliar a repetibilidade do
metodo.

A TABELA 04 apresenta a média das areas dos picos analisados e seus desvios
padréo e desvios padréo relativo (DPR) quando analisado em trés concentracGes diferentes e
em 9 réplicas (n = 9).

Tabela 04: Resultados da anlise de precisdo do método analitico para
quantificacdo do IBU por CLAE

Ibuprofeno padrédo SQR (ug/mL)

500 800 1200
Média* 22136113,3 33816219 43329021
Desvio Padrao 13419,54 36463,82 26871,87
DPR (%) 0,061 0,108 0,062

*nN=9

O DPR para as concentragdes de 500; 800 e 1200ug foi de 0,061; 0,108 e 0,062%
respectivamente. Logo, o método analisado apresenta precisdo em nivel de repetibilidade
dentro da especificacdo publicada pela Resolucdo RE 899 de 2003, que é de no maximo 5%.

Para o0 desenvolvimento dos cremes Controle, IBOC5 e IBOC10 foi necessério a
analise do teor do ibuprofeno adquirido em fornecedor comercial. Uma solucdo contendo
1000pg/mL de IBU padrdo USP e matéria prima foram preparadas para analise de teor. A
andlise foi feita em triplicata utilizando o método descrito no item 3.2.2.1.1 e os resultados
foram comparados aos do fabricante e a especificacdo da monografia para matéria prima da
USP 36 (2013), metodo adaptado. A TABELA 05 apresenta as respectivas areas sob a curva,

média das areas e teor calculado em porcentagem.
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Tabela 05: Resultado do teor do Ibuprofeno matéria prima e padrdo USP

por CLAE
IBU (1000pg/mL)
Matéria Prima Padrdo USP
Area 01 38810034 38945270
Area 02 38836637 39114356
Area 03 38911143 39153128
Média 38852604 39070918
Teor (%) 101,7 102,5

Utilizando a equacdo da reta estabelecida pela curva analitica de IBU, os resultados do
teor de ibuprofeno presente nas solu¢cdes do padrdo e matéria prima foram de 102,5% e
101,7%, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com a faixa de especificacdo
declarada no laudo analise do fabricante e estabelecido pela USP 36 (97 a 103%).

4.3. Desenvolvimento e estudo de estabilidade das formulaces de IBU 5% em creme

com diferentes concentracdes de 6leo de copaiba.

Para o desenvolvimento das formulacGes de creme contendo IBU 5% e 0leo de
copaiba 5% e 10% com IBU 5% (FIGURA 28) foi escolhida uma base comercial
emulsionada tipo 6leo em agua (O/A), ndo idnica, hipoalergénica e que apresenta excelente
estabilidade para incorporacdo de ativos hidrossollveis e lipossoliveis (SARKAR et al.,
2011). A esta base foi adicionado 5% (IBOCS5) e 10% (IBOC10) de dleo de copaiba, como
promotor de permeacdo cutanea juntamente com o ibuprofeno 5%. Outra preparacdo foi
desenvolvida, adicionado 5% de ibuprofeno na base emulsionada e esta foi utilizada como
controle positivo para os testes de permeacéo e penetracdo in vitro e edema de orelha in vivo.
Nas preparacdes IBOC5 e IBOC10, ao ibuprofeno foi adicionado o dleo de copaiba como

agente levigante e co-solvente, ja que o ibuprofeno apresenta boa solubilidade em 6leo.
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Figura 28: Emulsdo contendo 5% de ibuprofeno e 10% de 6leo de copaiba (Foto de arquivo

pessoal).

O desenvolvimento farmacotécnico das formulacdes apresentou-se de facil realizacdo
sem intercorrentes durante o preparo das amostras. A base comercial foi de facil manuseio e
apresentou boa incorporagéo dos insumos adicionados.

4.3.1. Estudo de estabilidade preliminar

O estudo de estabilidade preliminar consiste na realizacdo do teste na fase inicial do
desenvolvimento do produto. Emprega condi¢des extremas de temperatura com o objetivo de
acelerar possiveis reacGes entre seus componentes e o0 surgimento de sinais que devem ser
observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de produto.
Devido as condi¢bes em que é conduzido, este estudo ndo tem a finalidade de estimar a vida
atil do produto, mas sim de auxiliar na triagem das formulaces (ANVISA, 2004).

As amostras (produto comercial e creme contendo 5% de IBU com 5 e 10% de dleo de
copaiba), em triplicata, submetidas ao estudo de estabilidade preliminar foram avaliadas
guanto a estabilidade fisica e quimica no tempo zero (tp) e com 12 dias (t12), apds estresse
térmico (ciclo gelo-degelo). Os parametros analisados foram quanto a cor, odor,
homogeneidade, brilho, auséncia de grumos e precipitados, analise de pH, espalhabilidade
(mm?), homogeneidade apds estresse mecanico (centrifugacao) e teor de ibuprofeno.

Uma preparagdo apresenta estabilidade fisica quando as propriedades fisicas originais,
incluindo aparéncia, palatabilidade, uniformidade, dissolucéo e supendabilidade s&o mantidas.
A verificacdo da homogeneidade, cor, odor, consisténcia e textura constituem o método mais
simples para verificar a qualidade de um produto. Estas caracteristicas organolépticas
guardam uma relacdo com a integridade e qualidade das amostras, mas ndo podem ser
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utilizadas com fins analiticos, sendo consideradas subjetivas (FERREIRA, 2008). Logo,
modificacOes da cor e do odor podem dar indicacdo de alteragcBes quimicas e microbioldgicas
(PRISTA et al., 1995).

Segundo BRASIL (2008) deve-se utilizar uma amostra de referéncia (ou padréo)
mantida em condices ambientais controladas para avaliagdo das caracteristicas
organolépticas de formulacGes testadas para estes parametros. Para os testes de estabilidade
preliminar realizados, a produto comercial foi utilizado como referéncia para comparar 0s
resultados das caracteristicas organolépticas das amostras.

A influéncia do pH sobre a estabilidade fisica de um sistema bifasico, especialmente
as emulsdes, é, também, importante (BRASIL, 2010). Alteracdes nos valores de pH podem
ocorrer em funcdo de impurezas, hidrélise, oxidacao e erro de processo (ALLEN JR., 2013).
Segundo Lakshmi (2011) os valores mais elevados de pH de preparacGes dispersas contendo
ibuprofeno aumenta a solubilidade do mesmo no veiculo, logo diminui sua permeabilidade
aplicado topicamente.

O teste de centrifugacdo faz com que a forca da gravidade atue sobre os produtos,
fazendo com que suas particulas se movam no seu interior. A centrifugacdo produz estresse na
amostra, simulando um aumento na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das
particulas e antecipando possiveis instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma de
precipitacdo, separacdo de fases (coalescéncia nas emulsdes), formacdo de sedimento
compacto, entre outras (BRASIL, 2008).

Os resultados das caracteristicas organolépticas, pH, homogeneidade apds estresse

mecanico e teor de ibuprofeno nas amostras avaliadas estdo apresentados na TABELA 06.
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Tabela 06: Resultados do teste de estabilidade preliminar dos cremes preparados no tempo

zero e tempo 12 dias apos estresse térmico (ciclo gelo-degelo)

FormulacGes*

Parametros IBOC5 IBOC10 Comercial

to t12 to t2 to t2
Cor BR/OP BR/OP BR/OP BR/OP BR/OP BR/OP
Odor C C C C C C
Homogeneidade C C C C C C
Brilho C C C C C C
Auséncia de
grumos e C C C C C C
precipitados
pH 3,71+0,03 3,74+0,02 3,86+0,02 3,97+0,03 4,55+0,01 4,61+0,02
Homogeneidade
apos estresse C C C C C C
mecanico
Teor de IBU (%) 100,50+ 95,06 101,20 + 98,40+ 100,40+ 99,10+

0,04 0,02 0,06 0,03 0,02 0,04

Legenda: BR/OP: Branco opaco; C: Conforme; t: Tempo; IBOC5: Creme com ibuprofeno 5% e 6leo

de copaiba 5%; IBOC10: Creme com ibuprofeno 5% e éleo de copaiba 10%.* n=3.

Conforme apresentado no Quando 02, todas as formulacdes emulsionadas testadas,
nos dois tempos de analise, apresentaram-se estaveis quanto as caracteristicas organolépticas
de cor, odor, homogeneidade, brilho e auséncia de precipitados (C-Conforme) quando
comparadas com o produto comercial referéncia.

Em relacdo ao pH, os resultados demonstraram que ndo houveram variacGes
consideraveis (p > 0,05) entre os tempos to e ti, para as trés amostras analisadas. Estes
resultados indicam a ndo formacdo de produtos de decomposicao acidos ou alcalinos durante
o teste de estabilidade preliminar. Segundo Trissel (2000), os valores de pH para melhor
estabilidade de preparacdo dispersa contendo ibuprofeno devem estar entre 3,6 e 4,6. O
produto comercial apresentou valor de pH 4,55 (to) e 4,61(t1,). Sendo a emulsdo uma forma
farmacéutica dispersa, os valores encontrados (Quadro 02) das amostras atendem as
recomendacdes de pH de melhor estabilidade para o farmaco ibuprofeno na emulsédo no tempo

zero (to) e apos o teste de estresse térmico (t12).
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J& os resultados de estabilidade frente ao estresse mecénico por centrifugacdo, as
amostras mantiveram-se estaveis nos tempos zero (to) e 12 dias (t12), em rotacdo de 1370g por
15 minutos, ndo apresentando precipitados, coalescéncia e/ou separacdo de fases (FIGURA
29). Estes resultados demonstram que as amostras apresentam estabilidade fisica mesmo ap6s
um aumento da forca de gravidade e aumento da mobilidade das goticulas.

Figura 29: Amostras ap0s estresse mecanico no tempo zero (tp): A (IBOC5); C (IBOC10) e no

tempo 12 dias(t12): B (IBOC5); D (IBOC10).

A espalhabilidade, definida como a expansdo de uma formulacdo semissolida sobre
uma superficie ap6s um determinado periodo de tempo, € uma das caracteristicas essenciais
das formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo topica, pois estd intimamente relacionada
com a aplicacdo destas formulacdes no local de acdo (BORGHETTI & KNORST, 2006).
Com o teste de espalhabilidade pode ser observado se as formulacdes avaliadas (IBOC5 e
IBOC10) mantem estaveis as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas relacionadas a reologia e
consequente espalhabilidade das mesmas (CARLI, 2009). Os resultados das amostras
avaliadas foram comparados ao resultado do produto comercial.

Os dados encontrados de espalhabilidade no tempo zero (t,) das amostras
desenvolvidas (FIGURA 30), aumentaram de forma significativa (p < 0,001, ANOVA) com

0 aumento da massa aplicada sobre as mesmas no teste de placas paralelas. Nao foram
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observadas alteracdes significativas (p > 0,05) nos perfis de espalhabilidade das amostras

IBOCS e IBOC10 quando comparadas entre si e com o produto comercial.

-#-|BOC5
900 4+ |BOC10
850 =>&=Comercial

200.000 400.000 600.000 800.000

Peso das Placas (Q)

Figura 30: Valores de espalhabilidade das emulsdes IBOC5, IBOC10 e Produto Comercial em

relacdo as massas aplicadasno tempo zero (to). n =3

De forma similar, os valores calculados de espalhabilidade apds teste de estresse
térmico de 12 dias (t;2) (FIGURA 31), aumentaram de forma significativa (p < 0,001,
ANOVA) quando houve aumento das massas aplicadas. Também ndo foram observadas
alteracdes significativas (p > 0,05) nos perfis de espalhabilidade das amostras IBOC5 e

IBOC10 quando comparadas entre si e com o produto comercial.

-~ 1BOC5
4#-IBOC10
850 =>&=Comercial

Ei (mm2)

200.000 400.000 600.000 800.000

Peso das Placas (Q)

Figura 31: Valores de espalhabilidade das emulsdes IBOCS5, IBOC10 e Produto Comercial em

relacdo as massas aplicadas ap0s 12 dias de estresse térmico (t;2). n =3
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Ao comparar os resultados de espalhabilidade das mesmas amostras no tempo zero (to)
com aqueles no tempo de 12 dias (t12), ndo houveram diferengas significativas (p > 0,05).
Pode-se, entdo, observar que mesmo apds o estresse térmico das amostras ndo houve alteracdo
das caracteristicas reoldgicas das amostras. Este resultado é de fundamental importancia, pois
serve como auxilio no prognostico dos efeitos das formulacBes e do processamento nas
caracteristicas do produto e na avaliacdo de sua qualidade e estabilidade (BORGHETTI &
KNORST, 2006).

Os resultados do teor de ibuprofeno presente nas amostras IBOCS5, IBOC10 e produto
comercial no tempo zero (to) e 12 dias apds estresse térmico (t;,) estdo de acordo com a faixa
de especificacdo estabelecida pela British pharmacopoeia, 2014 (95 a 105%). Estes dados
demonstram que mesmo ap06s o periodo de estresse térmico em que foram submetidas, as
amostras mantiveram suas estabilidades quimicas, ndo apresentando teor abaixo da
especificagdo farmacopeica. O teor da amostra do controle positivo foi avaliado (99,7+0,08)

no tempo zero (to) € o resultado, também, foi satisfatorio.

4.3.1.1. Avaliacé@o por microscopia 6ptica das amostras IBOC5 e IBOC10 no tempo zero
(to)

Apb6s o desenvolvimento farmacotécnico das amostras foram feitas imagens por
camera digital acoplada a microscopia optica (FIGURAS 32 e 33) no tempo zero (to) para
avaliar a morfologia das goticulas das amostras assim como seus tamanhos e se houve

presenca de cristais de ibuprofeno presentes nas amostras .

Figura 32: Imagens em microscopia Optica das amostras IBOC5 (A) e IBOC10 (B) com

aumento de lente objetiva de 40x.
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Figura 33: Imagens em microscopia Optica das amostras IBOC5 (A) e IBOC10 (B) com

aumento de lente objetiva de 100x.

Pelas imagens podemos observar nas amostras IBOC5 e IBOC10 a presenga de
goticulas da fase interna (oleosa) dispersas de forma descontinua na fase externa (aquosa). E
possivel, também, observar que as duas amostras apresentam morfologias similares das
goticulas formadas e com tamanhos muito semelhantes. Este dado torna-se importante, pois,
demonstra que independentemente da concentracdo do 6leo de copaiba adicionada, as
goticulas da fase interna permanecem estaveis.

Tanto na objetiva de 40x como na de 100x ndo foram constatados a presenca de
cristais de ibuprofeno. Este resultado sugere que houve total solubilizacdo do IBU nas
amostras, possivelmente, facilitada pela levigacdo do IBU com o 6leo de copaiba no momento
do desenvolvimento das amostras. Resultado semelhante foi encontrado por Santis, et al.,
2012 ao avaliar a solubilidade do farmaco nifedipina adicionada em sistema

microemulsionado para liberacdo transcuténea.

4.4. Avaliacao da permeacao e penetracdo cutanea in vitro do IBU

4.4.1. Analise da metodologia analitica de IBU

Para quantificacdo do IBU nas amostras avaliadas pelo teste de permeacdo e
penetracdo cutanea in vitro foi usado o método analitico por CLAE descrito no item 3.2.2.1.1.
A linearidade e os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) do método foram
determinados.

Para a determinacdo da curva analitica do IBU, foi preparada uma solucdo com
ibuprofeno padrdo SQR na concentracdo de 1000ug/mL em tampdo fosfato pH = 7,4. A partir
desta solucdo foram feitas diluicbes nas concentracGes de 0,5; 1; 5; 10; 25, 50, 100 e

200ug/mL na fase movel. Os valores da area obtidos foram plotados com as respectivas
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concentracdes e foi calculada a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo (r) conforme
demonstrados na FIGURA 34.

Equacdo da reta: y = 52000x - 2760
7
Ty 20,9998

8.0x10°%

6.0x10% -

Area

40105 —
20x10°

0.0

000 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000  200.00
Arnount

Concentragdo pg/mL

Figura 34: Curva analitica do padrdo do IBU em CLAE para o teste de linearidade, utilizando

como fase movel o metanol: dgua (75:25 v/v) ajustado a pH 3,0 com &cido ortofosforico.

O método apresentou linearidade no intervalo de 0,5 a 200 pg/mL com uma relagao
entre a concentracdo do analito e a &rea do pico expressa pela equacdo de regressdo: y =
52000x - 2760 e com coeficiente de correlacdo de 0,9998, atendendo as especificacdes da RE
n® 899 que recomenda um coeficiente de correlacdo de no minimo de 0,99. O tempo de
retencdo do IBU nas condicGes empregadas foi de 5,301 minutos.

O LOD ¢ a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicBes experimentais
estabelecidas para este método. Como, para este método analitico foi utilizado CLAE, o LOD
foi determinado com base na relacdo de trés vezes o ruido da linha de base de acordo com a
recomendacdo da Resolucdo RE 899 de 2003.

Ja 0 LOQ € a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢Bes experimentais estabelecidas. O LOQ),
também, pode ser determinado por meio do ruido da linha de base. Neste caso, foi

considerado como LOQ a concentragdo que produziu uma rela¢do sinal-ruido superior a 10:1.
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Para a determinacdo do LOD e LOQ foi preparada uma solugdo de metanol: agua
(75:25 viv) ajustado a pH 3,0 com &cido ortofosférico (fase mdvel) e injetadas 5 amostras
com esta solucdo para anélise da area do ruido.

Em seguida, a partir de uma solugéo de 1000 pg/mL de ibuprofeno padrdo SQR na
fase movel, foram feitas diluicdes nas concentragfes de 0,125; 0,250 e 0,500 pg/mL. As
analises foram feitas em 5 réplicas (n = 5) e a média das areas dos picos foi calculada. O LOD
e LOQ foram encontrados a partir da analise comparativa destas médias com a média do ruido
da solugdo da fase mével conforme demonstrados na TABELA 07.

Tabela 07: Célculo do Limite de Deteccdo e Quantificacdo para avaliacdo dos resultados do

experimento de permeacao e penetracao in vitro.

Solugéo ibuprofeno padrdo SQR (pg/mL)

n Fase Movel 0,125 0,250 0,500
1 1480 6752 13213 25301
2 1562 6216 12140 25147
3 1429 3906 12526 25212
4 1055 5551 12834 25184
5 1340 5436 12647 25224
Média 1373 5573* 12672 25213**
DPR% 14,22 19,26 3,11 0,22

* Valor da média superior a 3 vezes o valor da média do ruido (LOD); **Valor da média superior a 10 vezes o
valor da média do ruido (LOQ).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 06, o LOD de 0,125 pg/mL e o
LOQ de 0,500 pg/mL (DPR = 0,22%) foram considerados satisfatorios para a finalidade do

trabalho proposto e esta em acordo com a recomendacao da Resolucdo RE 899 de 2003.

4.4.2. Analises de permeacdo e penetracdo cutanea do IBU com utilizacdo da pele de

orelha suina
O monitoramento da permeacdo do farmaco IBU pela pele suina foi realizado através

do célculo da quantidade de IBU na solugdo receptora nos 5 tempos (90; 180; 270; 360 e 450

min.) de coleta das amostras controle positivo (CP), comercial, IBOC5 e IBOC10.
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As andlises das quantidades de IBU foram feitas por CLAE utilizando a equacdo da

curva analitica construida para o teste de linearidade. Em todos os pontos de coleta, as

amostras estavam dentro do intervalo linear proposto pelo método (0,5; 1; 5; 10;
200pg/mL).

25, 50,100 e

Nas FIGURAS 35 a 38 é possivel observar a evolugdo dos picos cromatograficos das

amostras analisadas nos 5 tempos de coleta.
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Figura 35: Evolucdo dos picos cromatograficos em CLAE de IBU da amostra do controle

positivo (CP) entre a primeira (90min.) e a quinta coleta (450min.) em uma célu

vertical de Franz. Tempo de retencdo 1BU: 5,301min.
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Figura 36: Evolucdo dos picos cromatograficos em CLAE de IBU da amostra do produto

comercial entre a primeira (90min.) e a quinta coleta (450min.) em uma célul

vertical de Franz. Tempo de retencdo IBU: 5,301min.
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Figura 37: Evolugéo dos picos cromatograficos em CLAE de IBU da amostra IBOCS entre a

primeira (90min.) e a quinta coleta (450min.) em uma célula de difusdo vertical de Franz.

Tempo de retencdo 1BU: 5,301min.
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Figura 38: Evolucédo dos picos cromatograficos em CLAE de IBU da amostra IBOC10 entre a

primeira (90min.) e a quinta coleta (450min.) em uma célula de difusdo vertical de Franz.

Tempo de retencdo 1BU: 5,301min.

Na evolucdo dos picos cromatograficos demonstrados nas Figuras 35 a 38 é possivel

observar que houve permeacdo do farmaco ibuprofeno pela pele suina entre 0 compartimento

doador e o receptor durante o experimento na célula de difusdo vertical de Franz. Este

comportamento foi observado em todas as amostras testadas.
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Herkenne et al., 2007 também evidenciaram um aumento da permeacdo do farmaco
ibuprofeno pela pele suina ao avaliar quatro formulagdes comerciais contendo ibuprofeno 5%
em gel pelo teste de permeacdo em célula de difusdo de vertical no periodo de 8 horas.

As amostras IBOC5 e IBOC10 diferem das outras por possuirem o 6leo de copaiba em
suas composicOes. Pode ser observado nos cromatogramas, que oS maiores picos de IBU
alcancados apds 450 minutos do experimento pertencem as amostras contendo o 6leo de
copaiba. Este resultado sugere a capacidade deste 6leo na promocgédo de permeacdo cutanea do
IBU pela pele suina.

Os resultados demonstrados na FIGURA 39 representam a média das quantidades

totais cedidas de IBU pela area de difusdo da pele suina durante as 5 coletas realizadas para

cada célula.
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Figura 39: Grafico comparativo da permeacdo das amostras CP (Controle positivo), produto
comercial, IBOC5 e IBOC10 expressos pela quantidade total cedida de IBU em funcéo da

area da pele suina versus o tempo em minutos.

Na avaliacdo da permeacdo cutanea do IBU pela pele suina € possivel verificar que as
amostras IBOC5 e IBOC10 apresentaram melhor permeacdo cutdnea (pg/cm?) quando
comparadas ao produto comercial e controle positivo no estado estacionario. As diferencas da
permeacdo no tempo de 450 minutos foram avaliadas (ANOVA) e estdo apresentadas na
FIGURA 40. O controle positivo ndo apresentou diferenca (p > 0,05) quando comparado ao
produto comercial. J& a amostra IBOC5 apresentou diferenca significativa (p < 0,01) quando
comparada ao controle positivo (CP) e produto comercial. A amostra IBOC10, também,
mostrou ser diferente (p < 0,05) em relacdo ao controle positivo e produto comercial.

Entretanto, quando os resultados de permeacdo das amostras IBOC5 e IBOC10 sédo
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comparados entre si, foi possivel confirmar que as mesmas ndo apresentaram diferenca (p >
0,05) apds o tempo total da andlise. Este dado torna-se importante, pois apesar do 6leo de
copaiba demonstrar que apresenta atividade promotora de permeacdo do IBU em comparacéao
com o controle positivo, ele ndo mostrou ser mais eficiente a0 aumentar sua concentragéo nas

amostras para o teste realizado.
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Figura 40: Comparacdo da eficiéncia de permeacdo das amostras do CP (controle positivo),
produto comercial, IBOC5 e IBOC10 no tempo de 450 minutos apds o inicio do experimento

de permeacdo utilizando células de difusdo de Franz com pele suina. * p < 0,05; **p < 0,01.

A TABELA 08 apresenta os resultados do fluxo (J) e lag time (T.) calculados pela
média das trés células utilizadas para cada amostra no teste de difusdo vertical de Franz

utilizando pele suina como modelo de membrana.

Tabela 08: Resultado das médias dos fluxos, coeficiente de permeabilidade e lag time (min.)

das amostras.

Amostras J (ng/lem?/h)* Kp(cm/h)* T (min)*
CP 10,32 £ 1,52 1,03 120
Comercial 14,44 + 2,39 1,44 90
IBOC5 35,72 + 6,35 3,57 90
IBOC10 29,78 + 2,41 2,98 90

J: Fluxo; Kp: Coeficiente de permeabilidade; T,: lag time.

*Meédia das trés células analisadas (n = 3). + EPM: Erro padrdo da média. n = 3
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Os resultados encontrados para o fluxo (J) de permeacdo do IBU pela pele suina
reforcam aqueles encontrados para a permeacdo das amostras no tempo de 450 minutos, ou
seja, estatisticamente (ANOVA) o controle positivo ndo apresenta diferenca (p > 0,05) para o
produto comercial. As amostras IBOC5 (p < 0,01) e IBOC10 (p < 0,05) apresentaram
diferencas quando comparados aos valores de fluxo tanto com o controle positivo quanto ao
produto comercial. Na comparagdo entre as amostras IBOC5 e IBOC10, estas néo
apresentaram diferencas (p > 0,05) para os resultados de fluxo.

Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira et al., 2010 quando comparou a
eficiéncia na permeacdo cutanea do 6leo de copaiba para o farmaco acido kojico utilizando
pele de cobra como modelo de membrana em célula de difusdo vertical de Franz. Duas
concentracdes de 6leo de copaiba (25 e 50%) foram avaliadas e apesar da porcentagem de
permeacdao do &cido kojico ter sido mais rdpida na concentracdo de 50%, as duas
concentracdes ndo apresentaram diferencas quando comparadas entre si ao analisar o fluxo de
permeacdo. Este trabalho concluiu que tanto a concentracdo de 25% como 50% podem ser
utilizadas como promotores de permeacédo cuténea para farmacos hidrofilicos.

Salim et al., 2012 avaliou a permeacao cutanea do ibuprofeno em células de difuséo de
Franz com pele abdominal de ratos como membrana natural de duas nanoemulsdes contendo
Oleo de palma e hidrocoloide como promotor de permeacdo. Os fluxos (J) de permeacéo
encontrados nas amostras da nanoemuls@o simples e nanoemulséo adicionada de hidrocoldide
foram de 25,25+5,87 e 49,32+4,88, respectivamente. Considerando que as formas de
nanoemulsdes envolvem processos de produgdo complexos quando comparados as emulsdes
simples e que a pele abdominal de rato ndo apresenta tantas semelhancas com a pele humana
quando comparada a pele de orelha suina, as amostras IBOC5 e IBOC10 demonstram ser
mais promissoras ao analisar os fluxos de permeacéo do Ibuprofeno (TABELA 07).

Na andlise do lag time ou tempo de laténcia, que é o tempo que o farmaco leva para
iniciar sua permeacao, é possivel observar que o controle positivo apresentou um valor maior
(120min.) que as demais amostras (90min.). Este dado pode ser justificado pela auséncia de
promotor de permeacdo cutanea nesta preparagdo, ja que o 6leo de copaiba foi utilizado nas
amostras IBOC5 e IBOC10 e o produto comercial possuir nerolidol, terpeno, também,
considerado como promotor de permeac¢do de farmacos (WILLIAMS & BARRY, 2012).

Decorrido o tempo de laténcia, foi possivel definir a cinética de permeacdo por trés
modelos matematicos (Higuchi, primeira ordem ou ordem zero) visando a determinagdo da
ordem do processo. O coeficiente de correlagdo linear (R?) para cada modelo pesquisado
encontra-se na TABELA 09.
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Tabela 09: Comportamentos cinéticos de permeacdo cutdanea do farmaco IBU e seus

respectivos coeficientes de correlagéo linear das amostras analisadas.

Modelos matematicos Coeficiente de correlaco linear (R?) das amostras
CP Comercial IBOC5 IBOC10
Higuchi 0,8773 0,9592 0,9322 0,9054
Primeira ordem 0,9412 0,9913 0,9749 0,9585
Ordem zero 0,9415 0,9915 0,9759 0,9594

De acordo com os resultados todas as amostras apresentam um perfil cinético de
permeacdo que segue 0 modelo de ordem zero em decorréncia do maior valor encontrado para
R?. Este modelo indica que o fluxo (J) de permeacdo é constante, no intervalo de tempo
calculado (ap0s o lag time), e independe da concentragdo do farmaco aplicado. Este modelo
cinético é caracteristico de formulagdes com doses infinitas (SATO et al., 2007; AGNES &
ORTEGA, 2003).

Silva et al., 2009 encontrou resultados semelhantes de cinética de permeacao cutanea
ao avaliar a absorc¢do transcutanea in vitro do farmaco diclofenaco de dietilaménio veiculado
em uma microemulsdo. Foi utilizada para este estudo a pele de orelha suina como membrana
natural de permeacéo.

Ao finalizar os experimentos de permeacdo, a quantidade de IBU nos estratos cutaneos
foi determinada ap0s a separacdo dos mesmos, conforme descrito no item 3.3.4. A FIGURA
41 mostra a quantidade de IBU detectado na epiderme e derme, 450 minutos apés a aplicacédo
das formulacdes na pele suina. A quantidade de IBU aumentou com a profundidade, ou seja,
na derme foi detectado valor maior para o farmaco apds aplicacdo das formulagbes CP
(controle positivo), produto comercial, IBOC5 e IBOC10 quando comparados com o0s

resultados da epiderme.
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Figura 41: Grafico comparativo das quantidades de IBU presentes nos diferentes extratos da
pele suina (Epiderme e Derme) apds 450 minutos da aplicacdo das amostras (n = 3).

Na TABELA 10 é possivel obter as quantidades em pg de IBU que penetraram na

epiderme e derme apos o estudo de permeacao.

Tabela 10: Quantidade de IBU na epiderme e derme apos 450 minutos da aplicacdo das
amostras para o teste de permeacdo cutanea em aparelho de difusdo vertical de Franz

utilizando pele de orelha suina.

Quantidade de IBU Epiderme (g) Quantidade de IBU Derme (u1g)

CP COM  IBOCS5 IBOC10 CP COM  IBOCS5 1IBOC10

15,38 21,67 75,44 23,72 67,27 60,73 159,56 89,6
20,27 11,88 42,42 30,05 86,94 45,79 123,57 122,12
3 12,67 16,11 42,44 34,89 80,57 69,40 124,46 117,59

N | S

Média 16,10 16,55 53,43 29,55 80,57 58,64 13586 109,77

DP 3,85 491 19,05 5,60 11,52 11,94 20,52 17,61

Foram analisadas as diferencas de penetracdo do IBU na a epiderme e derme e, para
cada grupo, observou-se pelo teste t de Student, que ha diferencas significativas nas amostras
do controle positivo (p < 0,01), produto comercial (p < 0,05), IBOC5 (p <0,01) e IBOC10
(p < 0,05). Este resultado reforca a hipdtese do aumento da capacidade de penetragdo cutanea

do IBU ap6s a adicao do 6leo de copaiba como promotor de permeacdo cuténea.
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4.5. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria pelo teste de edema de orelha induzida pelo

0leo de croton.

Uma vez avaliada a capacidade de permeacdo e penetracdo cutdnea do IBU pela
adicdo do 6leo de copaiba 5 e 10% em base emulsionada no teste in vitro com pele de orelha
de porco, tornou-se interessante investigar a acdo anti-inflamatoria topica destas preparacdes
em modelos in vivo com o modelo do teste de edema de orelha induzida pela aplicacdo do
agente flogistico dleo de créton em camundongos.

Os resultados da avaliacdo da atividade anti-inflamatéria das amostras pesquisadas
IBOCS5 e IBOCL10 estdo demonstrados nas FIGURAS 42 E 43, respectivamente.
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Figura 42: Efeito do creme de ibuprofeno 5% e 6leo de copaiba 5% (IBOC5), creme de
ibuprofeno 5% (C+), creme com Oleo de copaiba 10% (OC10) e produto comercial
(Comercial) sobre o edema de orelha em camundongo induzido pelo 6leo de créton. Andlise
estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste de Newman Keuls (n = 6). * p < 0,05, ** p

< 0,01 para analise comparativa entre as amostras.
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Figura 43: Efeito do creme de ibuprofeno 5% e 0leo de copaiba 10% (IBOC10), creme de
ibuprofeno 5% (C+), creme com Oleo de copaiba 10% (OC10) e produto comercial
(Comercial) sobre o edema de orelha em camundongo induzido pelo 6leo de créton. Anélise
estatistica: ANOVA de uma via, seguida do teste de Newman Keuls (n = 6). * p < 0,05, ** p

< 0,01, *** p < 0,001 para analise comparativa entre as amostras.

Conforme demonstrado nas FIGURA 42 e 43 a aplicagéo topica da solucéo de 6leo de
croton 5% (v/v) na orelha dos camundongos promoveu um aumento da massa da orelha apés
a sexta hora do desafio com este agente flogistico. Este aumento é representado pela diferenca
das massas da orelha direita (teste) e orelha esquerda (branco). Quanto maior for esta
diferenca, maior é o edema formado apds a aplicacdo do 6leo de croton.

Este efeito foi revertido de forma significativa pelo controle positivo (p < 0,01) e pelas
amostra IBOC5 (p < 0,05) e IBOC10 (p < 0,001) quando comparados com o controle
negativo (creme sem adicao de ibuprofeno e 6leo de copaiba). Este resultado demonstra que
houve reducdo do processo inflamatério apds aplicacdo do agente flogistico tanto no controle
positivo (57,29%) quanto nas amostra IBOC5 (52,88%) e IBOC10 (72,03%).

Esta reducdo ndo foi confirmada ao avaliar o resultado do produto comercial e a
amostra OC10 quando comparado, também, ao controle negativo (p > 0,05).

O resultado observado na amostra OC10 indica que esta ndo apresentou atividade para
este teste. Como, a composicdo desta amostra contem apenas base emulsionada e 6leo de
copaiba 10%, podemos constatar que o 6leo de copaiba, nesta concentracdo, ndo apresentou
atividade anti-inflamatoria para o teste de edema de orelha induzido pelo éleo de créton. Este

dado torna-se importante, pois, contraria a maioria das literaturas pesquisadas onde a
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atividade anti-inflamatoria do 6leo de copaiba foi observada GELMINI et al., 2013;
CUSTODIO & VEIGA-JUNIOR, 2012; SANTOS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010).

N&o houve, também, diferenca significativa (p > 0,05) ao comparar a atividade anti-
inflamatoria da amostra IBOC5, com o grupo controle positivo e produto comercial. Este
dado demonstra que, para o teste de inducdo do processo inflamatério em orelha de
camundongo, a associacdo do Oleo de copaiba 5% com ibuprofeno 5% em creme ndo
apresenta atividade anti-inflamatoria sinérgica entre este dois insumos, fato ja comprovado
anteriormente com a amostra OC10, em que o 6leo de copaiba, na concentracdo de 10%, ndo
apresentou atividade anti-inflamatdria para este teste. Este resultado conflita ao encontrado no
teste de penetracdo cutanea in vitro onde o IBU associado ao éleo de copaiba nesta mesma
concentracdo apresentou penetracdo em maior quantidade na derme em relacdo a epiderme.
Pelo fato do processo inflamatério topico levar a formacéo de edema, esperava-se que o anti-
inflamatdrio 1BU ao chegar em maior quantidade na derme pudesse reduzir o edema de forma
mais eficaz.

Tabela 11: Porcentagem de inibicdo da atividade inflamatéria das amostras avaliadas pelo
método de edema de orelha utilizando dleo de créton como agente flogistico.

AMOSTRA INIBICAO (%) DPR (%)
C- 0,0 8,90
C+ 57,29 39,42
Comercial 19,49 39,42
0OC10 0,0 41,39
IBOC5 52,88 51,03
IBOC10 72,03 79,46

Legenda: C-: Controle Negativo; C+: Controle Positivo; Comercial: Produto Comercial; OC10: Creme com 6Gleo
de copaiba 10%; IBOCS5: Creme com ibuprofeno 5% e 6leo de copaiba 5%; IBOC10: Creme com ibuprofeno 5%

e 6leo de copaiba 10%. DPR: Devio Padrdo Relativo.

Na FIGURA 43 fica evidente as diferencas (p < 0,001) entre a amostra IBOC10 com
o controle negativo e OC10. Esta amostra, também, apresentou diferenca (p < 0,05) quando
comparada ao produto comercial. Entretanto, mesmo com a inibicdo (72,03%) da atividade
inflamatéria da IBOC10 quando comparada ao controle negativo, esta ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo ao controle positivo (57,29%). Este resultado,
também, demonstra a falta de atividade anti-inflamatoria sinérgica da associagdo do dleo de
copaiba 10% com ibuprofeno 5% assim como o 6leo de copaiba, nesta concentragcdo, ndo

influenciou a penetracdo cutanea do farmaco ibuprofeno para este testes.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados encontrados neste presente estudo, foi possivel concluir:

O método analitico de identificacdo e quantificacdo dos constituintes do Oleo de
copaiba por analise em CG-EM demonstrou ser satisfatorio tendo o B-cariofileno como
constituinte majoritario da amostra analisada.

O método utilizado para anélise do teor ibuprofeno matéria prima e teor de ibuprofeno
nas amostras desenvolvidas em CLAE demonstrou linearidade e precisdo adequadas.

As formulagbes propostas foram possiveis de serem desenvolvidas e apresentaram
estabibilidade fisica e quimica para os testes de estabilidade preliminar para as analises de
caracteres organolépticas, pH, centrifugacdo, espalhabilidade, microscopia Optica e teor de
ibuprofeno.

O método analitico para avaliar o teor de ibuprofeno nas amostras provenientes do
teste de permeacdo e penetracdo cutanea mostrou ser linear e os limites de deteccdo e
quantificacdo foram satisfatorios para as anélises realizadas.

O estudo de permeacdo cutdnea em células de difusdo vertical utilizando pele de
orelha suina demonstrou que o 6leo de copaiba nas concentracdes de 5 e 10% incorporados na
base emulsionada testada, melhorou significativamente a permeacdo cutanea do farmaco
ibuprofeno quando comparados ao controle positivo e produto comercial disponivel.

O ensaio de penetracdo cutanea realizado com a pele suina apés o teste de permeacéo
mostrou uma maior penetracdo do ibuprofeno na derme das amostras contendo o Gleo de
copaiba a 5 e 10%. Este resultado demonstrou que o Oleo de copaiba aumentou a
profundidade da penetracéo do IBU nos estratos cutaneos.

Os resultados do teste de edema de orelha em camundongos induzido pela aplicacéo
do éleo de croton demonstrou que as amostras do controle positivo e dos cremes contendo 5 e
10% de 6leo de copaiba e ibuprofeno 5% reduziram o processo inflamatorio em comparacao
com o controle negativo. Este mesmo teste mostrou que a aplicacdo do 6leo de copaiba 10%
em creme e o0 creme comercial ndo reduziram o processo inflamat6rio em comparacdo com o
controle negativo. Nao houve diferenca significativa na reducdo do processo inflamatorio
apos a aplicacdo topica das amostras de ibuprofeno contendo 5 e 10% de éleo de copaiba
quando comparadas ao controle positivo. Sugere-se o teste in vivo ndo tenha sido o mais
adequado para avaliacdo da penetracdo cutanea das amostras analisadas tendo em vista os
resultados do teste in vitro que demonstrou aumento da permeacdo e penetracdo cutanea do
ibuprofeno apos adigdo do 6leo de copaiba nas amostras.
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