Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Campus de Araraquara

Camila Del Nero Pacheco

Desenvolvimento e caracterizacao de sistemas nanoestruturados bioadesivos
com 6leo de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e estudo da acéo repelente

frente a Aedes aegypti

Araraquara
2013



Camila Del Nero Pacheco

Desenvolvimento e caracterizagcao de sistemas nanoestruturados bioadesivos
com 6leo de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e estudo da acéo repelente

frente a Aedes aegypti

Monografia

Trabalho de Conclusado de Curso apresentado ao
curso de Graduacédo em Farmacia-Bioquimica, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
da Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”- UNESP para obtencéo do grau de

Farmacéutica-Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. Marlus Chorilli

Araraquara

2013



DEDICATORIA

Aos meus pais Charles e Maria Madalena, que ajudaram na minha formagao
profissional, com todo amor e apoio.

E aos meus avos, Milton e Dorit, pela atengao, carinho e conselhos.



AGRADECIMENTOS

Aos meus familiares por todo amor, todos os ensinamentos, apoio durante
estes anos de graduacéo, incentivo e por estarem ao meu lado sempre. Fizeram os
meus sonhos se tornarem realidade!

Ao Prof. Dr. Marlus Chorilli pela oportunidade, atencdo, ajuda e por toda
sabedoria compartilhada. Sou muito grata por me proporcionar a realizagdo deste
trabalho!

A Profa. Dra. Mara Pinto Cristina Pinto pela colaboracdo, dedicacéo e ajuda
em todos os momentos, inclusive quando achei que nao fosse conseguir.

A Giovana Calixto pela amizade, paciéncia e dedicacéo. Esteve comigo desde
o inicio deste trabalho até o final. Seu apoio foi essencial para o desenvolvimento do
meu projeto!

Aos meus amigos que estiveram comigo nestes cinco anos, proporcionando
momentos inesqueciveis e me dando forga nos momentos bons e ruins.

As minhas companheiras de republica pela amizade verdadeira,
companheirismo e carinho. Fizeram da minha graduagdo os melhores anos da
minha vida!

Ao Matheus por estar sempre ao meu lado quando pensei em desistir.

A todos os professores e funcionarios da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas por todo conhecimento e auxilios.

Ao CNPq pelo apoio financeiro para o desenvolvimento deste trabalho, na
forma de bolsa de iniciagao cientifica.

Ao Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa, a Profa. Dra. Mara Cristina Pinto e a
Liliane Neves Pedreiro por aceitarem o convite para participar da banca da minha

defesa.



RESUMO

Doengas como dengue, malaria, febre amarela e outras que sao transmitidas por
culicideos determinam altas taxas de morbidade e mortalidade principalmente nos
paises tropicais. Uma alternativa para evitar picadas € o uso de repelentes. O mais
utilizado € o repelente de DEET (N, N-dietil-3-m-toluamida), mas ha relatos que
descrevem casos de toxicidade com o uso de forma incorreta ou uso a longo prazo.
Devido a essas desvantagens muitas pessoas preferem usar produtos naturais
como repelentes. Estudos tém demonstrado que diferentes 6leos essenciais tém
atividade repelente, mas a investigacdo deve ser conduzida de forma a obter
formulacbes que sao eficazes na fixacdo de compostos aromaticos na pele, e
aumentar a duragao da repeléncia. Sistemas nanoestruturados para a liberacao do
principio ativo, tais como sistemas liquido-cristalinos (SLC), tém vantagens na
liberagdo controlada, uma vez que aumentam a estabilidade e a eficacia. Foram
preparados sistemas constituidos por agua, 6leo de ricino hidrogenado PEG-40
(Eumulgin® HRE 40) como tensoativo e déleo essencial de melaleuca como fase
oleosa. Esses sistemas foram analisados por de microscopia de luz polarizada,
determinacdo do comportamento reoldgico e avaliagdo de bioadesdo. A atividade
repelente in vivo das formulagdes frente ao mosquito Aedes aegypti foi determinada
empregando ensaio com humanos, para tanto utilizou-se uma caixa que evitava que
os voluntarios sofressem picadas. Foi verificada a agcao repelente nos tempos 0, 30,
60 e 90 minutos ou até o momento em que nao houvesse repeléncia. Realizou-se
um estudo comparativo com um repelente comercial a base de DEET. Os resultados
obtidos mostraram a presenca de regides de mesofases liquido-cristalinas do tipo
cubica (F18, F19 e F20) e microemulsdo (F17) fixando-se a concentracdo do
tensoativo em 30% e variando-se as concentracdes de agua e 6leo. Os ensaios de
reologia evidenciaram que os fluidos sdo ndo newtonianos pseudoplasticos e as
formulagbes apresentam caracteristicas elasticas. Ja os ensaios de bioadesao
mostraram que as formulagdes de mesofase cubica sdao mais bioadesivas em
relagdo a microemulsdo. De acordo com os ensaios, as formulagcdes apresentaram
repeléncia, sendo que a formulagdo com maior bioadesdo (F19) foi a que
apresentou melhor repeléncia. Os resultados evidenciam a atividade repelente de

sistemas nanoestruturados a base de O6leo essencial de melaleuca e traz



perspectivas para o desenvolvimento de formulagdes repelentes em substituicdo ao
DEET.



ABSTRACT

Diseases like dengue, malaria, yellow fever and others that are transmitted by
mosquitoes determine high rates of morbidity and mortality especially in tropical
countries. An alternative is to avoid stinging insect repellents. The most used is the
repellent DEET (N, N-diethyl-3-m-toluamide) but no reports describing toxicities using
incorrectly or long-term use. Due to these disadvantages many people prefer to use
natural products as repellents. Studies have shown that different essential oils have
insect repellent activity, but research must be conducted in order to obtain
formulations that are effective in fixing aromatics in the skin and increase the duration
of repellency. Nanostructured systems for the release of active systems such as
liquid crystalline (SLC) have advantages in the controlled release, since they
increase the stability and effectiveness. Systems were prepared consisting of water,
oil, PEG-40 hydrogenated castor oil (Eumulgin ® HRE 40) as surfactant and
essential oil such as tea tree oil phase. These systems were analyzed by polarized
light microscopy, rheological characterization and evaluation of bioadhesion. The
repellent activity in vivo formulations against Aedes aegypti was determined using
assay with human, therefore we used a box that prevented the volunteers suffered
bites. Repellent action was checked at 0, 30, 60 and 90 minutes or until the time
when there were no repellency. We conducted a comparative study with a
commercial repellent DEET. The results obtained showed the presence of regions of
the liquid crystalline mesophases cubic type (F18, F19, and F20) and microemulsion
(F17) by fixing the surfactant concentration of 30% and varying concentrations of oil
and water. The tests showed that the rheology fluids are non-Newtonian
pseudoplastic and formulations have elastic characteristics. As for the bioadhesion
assays showed that the cubic mesophase formulations are more bioadhesive
compared to the microemulsion. According to tests, the formulations showed
repellency, and the formulation with higher bioadhesion (F19) showed the best
repellency. The results show the repellent activity of nanostructured systems based
essential oil and tea tree brings prospects for the development of formulations to

replace DEET repellents.
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1 INTRODUCAO

Muitas patologias humanas, como dengue, malaria, febre amarela, dentre
outras, sao adquiridas por meio de picadas de insetos que sao atraidos por odores
humanos. Além disso, picadas também podem causar desconforto localizado,
alergia, irritacdo e inchago (OLIVEIRA, 2008).

Doengas transmitidas por culicideos sdao uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade no mundo todo e principalmente nos paises tropicais. A
dengue é uma doenca transmitida pela picada das fémeas dos mosquitos Aedes
aegypti ou Aedes albopictus. Atualmente é a arbovirose mais importante do mundo.
Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas estdo sob risco de contaminacgéao, principalmente
nos paises tropicais, ja que a umidade e temperatura dessas regides favorecem a
proliferagdo do mosquito. Entre as doengas re-emergentes é a que constitui mais
grave problema de saude publica (OLIVEIRA, 2008).

Uma forma de evitar as doencgas transmitidas por mosquitos e desconfortos
causados por elas € o uso de repelentes. Comercialmente os produtos repelentes
disponiveis sdo divididos em duas categorias: produtos quimicos sintéticos e
derivados de 6leos essenciais (GREIVE et al., 2010).

Um dos produtos quimicos sintéticos mais efetivos e que vem sendo utilizado
em larga escala € o composto organico N,N-dietil-3- m-toluamida (DEET), cuja
estrutura quimica é mostrada na Figura 1. Esse composto é comercializado na forma
de logbes, sprays, aerossol, cremes e liquidos. O Centro de Controle e Prevengéo
de Doencas dos Estados Unidos estima que 30% dos americanos utilizam produtos
com DEET contra picadas de mosquitos (KOREN et al.,, 2003). Apesar do
mecanismo de acado do DEET ser desconhecido, acredita-se que ele interfere na
funcdo de receptores localizados nas antenas dos mosquitos, alterando a
capacidade de localizar seres humanos. A eficacia do DEET é atingida quando se
usa o produto topicamente e esta diretamente relacionada com a concentragéo que
€ aplicada. Apos seis horas, 9 a 56% da dose aplicada é encontrada no sangue e
seus efeitos sistémicos estdo relacionados com a quantidade que € absorvida
(KOREN et al.,2003).
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Figura 1 — Estrutura quimica do DEET (WILLE, et al., 2011).

Embora o DEET tenha apresentado um perfil de seguranga satisfatorio,
existem relatorios que descrevem casos de toxicidade na pele, sistema nervoso e
sistema imunoldgico, que geralmente ocorrem quando o produto é utilizado de forma
incorreta ou por longo periodo. Além disso, existem incbmodos com a utilizagado do
produto devido ao odor desagradavel, sensagao oleosa e pegajosa, e ao fato de que
ele pode dissolver plasticos e borrachas sintéticas. Devido a essas desvantagens,
muitos consumidores preferem utilizar produtos de origem natural como repelentes
(CHOOCHOTE et al., 2007).

Assim, muitas plantas e seus produtos derivados, como os 6leos essenciais,
tém sido estudados e descritos como potenciais substancias repelentes
(CHOOCHOTE et al., 2007). A lista de 6Oleos essenciais extraidos de plantas que
tém algum grau de repeléncia esta crescendo e em alguns casos a eficiéncia desses
Oleos contra as picadas de mosquitos tém sido mais satisfatéria do que produtos
quimicos sintéticos (GLEISER et al., 2010).

Estudos realizados por Maguranyi e colaboradores (2009) avaliaram o
potencial de repeléncia de Melaleuca alternifolia (tea tree oil) contra Culex
quinquefasciatus, Culex annulirostris e Aedes aegypti e os resultados indicam que
Oleo de melaleuca foi o segundo 6leo essencial com maior indice de protegédo contra
Aedes aegypti e o terceiro em média geral relativa de indice de protecéo,
considerando-se as trés espécies.

Estudos realizados por Gleiser e colaboradores (2010) também
demonstraram que os Oleos essenciais sdo promissoras fontes naturais repelentes.
Todavia, essas substancias apresentam compostos aromaticos com baixa fixacao
na pele, o que indica a necessidade de uma formulacao eficiente, que promova o

aumento da duragao da repeléncia.
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Novos sistemas de liberagcdo de farmacos tém sido pesquisados nos ultimos
anos com o objetivo de obter sistemas com propriedades que aumentem a eficacia
terapéutica, diminuam os efeitos colaterais, aumentem a solubilidade e estabilidade
e promovam liberagdo controlada do farmaco ou ativo. Dentre tais sistemas, os
cristais liquidos apresentam vantagens para aplicagdo tdépica, pois apresentam
propriedades de liberagdo controlada da substancia ativa, evitam a termo e
fotodegradacao de substancias sensiveis e promovem o aumento da retencao de
agua no estrato corneo, aumentando a hidratagdo (CHORILLI et al., 2009).

Os cristais liquidos combinam propriedades dos estados sdlido e liquido e por
isso sdo também chamados mesofases. Essa mesofase apresenta como
caracteristica dos liquidos a capacidade de fluir e como caracteristica dos soélidos
uma estrutura ordenada e cristalina. A mesofase é atingida por aumento da
temperatura ou adicdo de um solvente. Materiais que pela adicdo de solventes
formam cristais liquidos sdo chamados liotrépicos e os que tém a estabilidade
dependente da temperatura sdao chamados termotrépicos. Os liotropicos sao
misturas de um componente organico e um solvente, que €, em geral, a agua. As
mesofases liotropicas mais importantes s&do a lamelar, hexagonal e cubica
(MULLER, 2004).

A fase lamelar é formada por camadas paralelas e planas de bicamadas de
tensoativo, separada por camadas de solvente formando rede uni ou bidirecional. Na
fase hexagonal, os agregados sao formados por arranjos de cilindros longos,
originando estruturas bi ou tridimensionais. As fases cubicas apresentam estruturas
mais complicadas e visualizadas com maior dificuldade que as outras. Podem ser
detectadas fases romboétricas e tetragonais em alguns sistemas (CHORILLI et al.,
2009).

Como componentes de formulagdo dos Sistemas Liquido-Cristalinos (SLC)
podem ser utilizados 6leos, agua e tensoativos (FORMARIZ et al., 2005). Como fase
oleosa a incorporagao do oleo essencial de melaleuca demonstra interesse devido a
sua atividade repelente.

Prolongar o tempo de contato entre o farmaco e a barreira biolégica melhora a
atuacado de diversos farmacos. A capacidade de manter um sistema de liberacao
controlada em um determinado local por um longo periodo de tempo é uma
vantagem para o tratamento local, bem como para biodisponibilidade sistémica do
farmaco (LEE et al., 2000).
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Os sistemas bioadesivos consistem na incorporacdo de moléculas adesivas a
formulacdo farmacéutica aumentando o tempo de contato entre a barreira biolégica
e o farmaco ou principio ativo (CALIXTO, 2013).

A bioadesao pode ser definida como o estado em que dois materiais, sendo
pelo menos um deles de natureza biologica, sejam mantidos unidos por um tempo
prolongado através de forgas interfaciais. Esse processo ocorre em duas etapas, na
primeira ha um contato intimo entre o material bioadesivo e membrana bioldgica e
na segunda ha a consolidagdo da jungdo adesiva pelas interagdes fisico-quimicas
(CALIXTO, 2013).

Acredita-se, portanto, que os sistemas liquido-cristalinos contendo 6leo de
melaleuca sejam capazes de prolongar a duragao da repeléncia proporcionada pelo
ativo, diminuindo, assim, a frequéncia da aplicacdo e aumentando a adesao ao uso

do produto.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar de sistemas nanoestruturados bioadesivos com
oleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia) e estudar a acdo repelente frente ao

mosquito Aedes aegypti.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar as formulag¢des pela microscopia de luz polarizada (MLP);
e Determinar do comportamento reolégico das formulagdes;

e Analisar o perfil de textura (TPA);

e Analisar a bioadeséao in vitro;

e Determinar a atividade repelente.
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3 MATERIAL & METODOS

3.1 Materiais e reagentes

o Oleo de ricino hidrogenado PEG-40 (Eumulgin® HRE 40);

. Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (tea tree oil — Sigma);

o Agua deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2uS.cm™;
. Alcool isopropilico PA (Synth®);

. Extran MA 02 Neutro - Merck®;

o Repelente OFF® (constituido por dietil toluamida 7,125%);

. Hexano PA (Synth®);

. BG-Cages - caixa para testes com mosquitos de 27.000 cm?.
3.2 Equipamentos

. Balanca Analitica (GEHAKA®);

o Microscopio de luz polarizada Olympus BX41 com camara acoplada
QColor3 Olympus America INC;

o Redmetro (Intruments Rheometers AR 2000 TA, modelo AR 2000);

. Analisador de textura TA-XTplus - Stable Micro Systems®;

3.3 Métodos
3.3.1 Preparacao das formulacdes

Em um frasco transparente foram transferidas quantidades adequadas do
tensoativo Eumulgin® HRE 40 (6leo de ricino hidrogenado PEG-40) (T) e dleo
essencial de melaleuca (O) e titulou-se com agua (A). Os diagramas de fases foram
obtidos usando as relagdes de T/O na faixa de 1:9 até 9:1. Detectou-se visualmente
contra fundo escuro se as formulagdes eram liquidas opacas (LO), liquidas
transparentes (LT), liquidas translucidas (LTr), viscosas opacas (VO), viscosas
transparentes (VT), viscosas translucidas (VTr) ou se houve separacao de fase (SF).
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3.3.2 Andélise estrutural das formulacfes

3.3.2.1 Microscopia de luz polarizada (MLP)

As analises foram realizadas colocando-se uma pequena quantidade da
formulacdo preparada sobre uma lamina de vidro, coberta com laminula, que
posteriormente foi analisada com um microscépio de luz polarizada Jenamed, Carl
Zeiss. Avaliou-se a presengca de area de anisotropia, que € um indicativo da

presenca de cristais-liquidos das regides definidas em 3.3.1.

3.3.2.2 Determinacdo do comportamento reoldgico

Para a caracterizagdo reoldgica das formulagdes, empregou-se analise
reoldgica continua e analise reoldgica oscilatéria utilizando o redmetro Instruments
Rheometers AR 2000 TA, com geometria placa cone com 40 mm de didametro, 2
graus de angulo, gap de 52 ym e a temperatura de 32 °C.

Para o estudo reoldgico continuo, uma pequena amostra dos sistemas foi
colocada, cuidadosamente, na placa inferior do rebmetro, e esperou-se o tempo de
repouso de 3 minutos para o inicio da analise. A taxa de cisalhamento utilizada foi
de 0 a 100 s™' para a curva ascendente e de 100 a 0 s™ para a curva descendente,
durante 120 segundos cada curva. O teste foi realizado em triplicata.

Para a realizagao do estudo oscilatério, primeiramente, colocou-se o reémetro
no modo amplitude sweep para a realizagao do teste de varredura de tensao para
determinacao da tensao da regiao viscoelastica. Para esse teste foi utilizada uma
faixa de tensdo de cisalhamento de 0 a 50 Pa e frequéncia de 1 Hz. Apds a
determinacao da tensdo de 1 Pa da regido viscoelastica, colocou-se o reémetro no
modo frequency sweep para realizagédo do teste de varredura de frequéncia para
determinagao do moddulo elastico (G’) e modulo viscoso (G"). Para esse teste foi
utilizada a faixa de frequéncia de 0 a 10 Hz, a tensdo de 1 Pa. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.3.2.3 Analise do perfil de textura (TPA)
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O perfil de textura dos sistemas foi analisado utilizando o analisador de
textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, Inglaterra), a partir do qual & possivel
extrair propriedades mecanicas, tais como a dureza, compressibilidade, adesividade
e coesao.

Para a realizagdo do teste, 15g das formulagdes foram colocados em tubos
de centrifuga cdnicos de 50 mL (Falcon, BD®, Franklin Lakes, EUA) e centrifugados
a 4000 rotagbes por minuto, durante 3 minutos, para eliminar as bolhas de ar e
tornar a sua superficie lisa. Em seguida, esses tubos foram colocados sob a sonda
analitica (10 mm de diametro) do analisador de textura, que foi programada para
comprimir a amostra numa velocidade de 0,5 mm/s até a profundidade pré-definida
(10 mm) e retornar para a superficie da amostra na mesma velocidade. Apds cinco
segundos de repouso, uma segunda compressao iniciou-se, nas mesmas condig¢oes.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, a temperatura de 25°C.
3.3.24 Anélise de bioadesé&o in vitro

A forca necessaria para remover os sistemas selecionados da superficie da
pele foi avaliada in vitro, utilizando o analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro
Systems, Surrey Inglaterra), no modo Adhesion Test.

Para a realizagdo desse estudo foram obtidas peles de orelhas de porcos
oriundos de um abatedouro local. As orelhas foram limpas com agua e as que
apresentaram injurias foram descartadas. A pele foi removida da cartilagem
utilizando um bisturi, apds, uma camada de 400 ym do estrato corneo e da epiderme
foi separada do tecido adiposo utilizando um dermatéometro (Nouvag TCM 300,
Goldach, USA). Os pelos foram cortados com uma tesoura.

Apos ficar 30 minutos imerso em soro fisiolégico, um pedago de pele de 2 cm
de didametro foi fixada com anel de borracha a extremidade inferior da sonda
cilindrica (10 mm de diametro) do equipamento. Na temperatura de 32°C, as
formulacdes foram acondicionadas em recipientes de vidro pequenos sob a sonda.
O teste foi iniciado abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até que
a pele entrasse em contato com a amostra. A pele e a amostra foram mantidas em
contato durante 60 segundos e nenhuma forga foi aplicada durante este tempo. Em
seguida, a sonda subiu a velocidade constante (0,5 mm/s) até ocorrer o

destacamento da pele da amostra. A forca necessaria para destacar a pele da
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amostra foi calculada pela curva forga versus tempo. O teste foi realizado em

triplicata.

3.3.3 Determinacéo da atividade repelente

Esta etapa do projeto foi realizada em colaboragdo com a Profa. Dra. Mara
Cristina Pinto, do Departamento de Ciéncias Biologicas da FCF-Araraquara. Esses
ensaios foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (Protocolo CAAE 02644012.7.0000.5426).

Os voluntarios, de ambos os sexos, na faixa etaria de 20 a 40 anos, néo
utilizaram produtos cosmeéticos na regido entre o pulso e o cotovelo nas ultimas 24
horas.

Para a determinacao da atividade repelente, foi utilizada uma caixa de 27.000
cm?® (41x41x16) feita de acrilico com a parte inferior composta por uma folha de
metal e com uma abertura coberta por uma tela, com um espagador metalico na
parte inferior da caixa, apresentada na Figura 2, onde o antebrago do voluntario foi
inserido, havendo uma distancia de 150 mm da tela, o que impediu que o voluntario
sofresse picadas. Os bragos dos voluntarios foram lavados com Extran 5% (25 mL
por brago), posteriormente enxaguados com 4&gua corrente e secos. Apos a
secagem aplicou-se 25 mL em cada brago de alcool isopropilico 50% e esperou-se a

secagem de forma natural.
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Figura 2. Caixa utilizada para a determinacao da atividade repelente (OBERMAYR
et al., 2010).

Foram colocadas, na gaiola, 30 fémeas de Aedes aegypti e esperou-se 30
minutos para que as mesmas se ambientassem.

Antes da exposigado, avaliou-se a capacidade de alimentagdo dos insetos.
Para tanto, colocou-se o antebrago sem tratamento no espaco, por 10 segundos, ou
até que houvesse mosquitos na tela na tentativa de se alimentar.

Os voluntarios colocaram o antebraco sem nenhuma formulacdo no
espacgador da caixa, que continha as fémeas de A. aegypti, por um periodo de dois
minutos para que fosse realizado o controle. Apds o controle, foi realizado um teste
com um produto comercial a base de DEET (OFF®). Em outro dia, € com 30 novas
fémeas na gaiola, as formulagdes foram aplicadas na pele dos voluntarios e apos
um minuto o teste foi realizado, sendo repetido a cada trinta minutos. Em todos os
testes realizou-se o controle com um dos antebracos do voluntario sem a aplicagao
de nenhuma formulagéo. Os testes foram conduzidos até que houvesse a tentativa
de picada com as formulagdes repelentes. O tempo entre a aplicagao do repelente e
as tentativas de picadas foi considerado como o tempo de repeléncia do produto.

A repeléncia foi avaliada de acordo com a seguinte equagao:
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__ (TC-TA)x 100

% R = T (1)

em que: R = repeléncia; TC = Tentativas de picadas controle; TA = Tentativas de

picadas amostra.



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagrama de fases ternario e caracterizacao visual dos sistemas

O diagrama de fases ternario, constituido por fase aquosa, oleosa e
tensoativo, foi representado por um tridngulo equilatero, sendo os vértices do
tridangulo correspondentes a 100% da fase. A leitura foi feita no sentido horario,
sendo a base referente a concentracdo da fase oleosa, o lado direito referente a
concentracdo do tensoativo e o lado esquerdo referente a concentracdo da fase
aquosa. O diagrama de fases foi construido obtendo-se 36 pontos, os quais foram
caracterizados visualmente. As formulacdes foram classificadas conforme a fluidez e
cor, da seguinte forma:

Sistema Liquido Transparente (SLT): sistemas transparentes em que se
observava fluidez ao verter o frasco.

Sistema Liquido Translucido (SLTR): formulagcdes em que se observava
fluidez ao verter o frasco e apresentavam cor entre a transparente a opaca.

Sistema Liquido Opaco (SLO): formulagdes opacas em que se observava
fluidez ao verter o frasco.

Sistema Viscoso Transparente (SVT): sistemas em que n&o se observava
fluidez ao verter o frasco e eram transparentes.

Sistema Viscoso Translucido (SVTR): sistemas em que ndo se observava
fluidez ao verter o frasco e tinham cor entre a transparente e a opaca.

Sistema Viscoso Opaco (SVO): para sistemas em que n&do se observava
fluidez ao verter o frasco e eram opacos.

Separagao de Fases (SF): sistemas em que as fases nao se misturaram,
havendo a formagao de duas fases.

A Figura 3 ilustra o diagrama de fases ternario obtido, classificado
visualmente e constituido por Oleo de ricino hidrogenado PEG-40, 6leo de

melaleuca e agua.
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Oleo de rcine hidrogenade PEG-40
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Figura 3 - Analise do Diagrama de Fases Ternario

Através da analise do diagrama de fases ternario, observou-se que com
baixas concentragbes de tensoativo (até 20%) ha separagdo de fases, pois a
concentracao de tensoativo ndo é suficiente para estabilizar termodinamicamente o
sistema. A partir da concentragdo de 30% de tensoativo € possivel observar que o
sistema passa a ser termodinamicamente estavel, pois ha formacao de sistemas
liquidos transparentes e sistemas viscosos translucidos. Na concentragcéo de 40%
de tensoativo os sistemas passam a ser viscosos transparentes e liquidos
transparentes e com o aumento da concentracdo, os sistemas passam a ser,
predominantemente, liquidos transparentes. Esta caracteristica das formulagdes
com maior concentragdo de tensoativo pode ser explicada pela capacidade do
tensoativo em diminuir a tensdo superficial entre o 6leo e a agua formando
estruturas de tamanhos muito reduzidos que nao sao capazes de desviar a luz
(CHORILLI et al., 2009).
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As formulagbes que apresentaram separagao de fases (pontos 1; 2; 6; 7; 8; 9;
10 e 12) e os sistemas opacos liquidos e viscosos (3; 4; 5; 11 e 13) foram
descartados, pois ndo sdo os sistemas que apresentaram maior estabilidade. Os
sistemas translucidos e transparentes, viscosos e liquidos, foram selecionados para

estudo de microscopia de luz polarizada.
4.5 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)
As analises de microscopia de luz polarizada foram realizadas apos 24 horas

de preparo das formulag¢des. Todas as amostras analisadas (Figura 4) apresentaram

campo escuro quando avaliadas por MLP.

Qleo de ricine hidrogenade PEG-40

Tea Tree Oil

SLTR - Sistema Liguido Translicido
SVTR - Sistema Viscoso Transhicido
SLT - Sistema Liguids Transparents
SVT - Sistema Viscoso Transparente

] & @

Figura 4 - Diagrama de fases ternario das amostras analisadas.

A microscopia de luz polarizada permite a classificagdo dos sistemas como

isotrépicos ou anisotropicos. Os sistemas que sao capazes de desviar o plano da luz
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polarizada sdo chamados anisotropicos e os sistemas que ndo possuem tal
propriedade sdo chamados isotropicos. Os sistemas isotropicos sdo os sistemas
liquido cristalinos de fase cubica e as microemulsdes, os quais ndo conseguem
desviar o plano de luz polarizada, gerando um campo escuro.

As mesofases liquido-cristalinas ainda podem ser analisadas de acordo com a
viscosidade. A fase lamelar apresenta-se como um liquido viscoso, a fase hexagonal
€ semelhante a um gel e a fase cubica apresenta viscosidade extremamente
elevada (FORMARIZ et al., 2005). Analisando-se a viscosidade das formulacdes e a
microscopia de luz polarizada das mesmas os sistemas foram classificados como
microemulsdes ou cristais liquidos de fase cubica. Os Sistemas Liquidos
Transparentes ou Translucidos foram classificados como microemulsdes e os
Sistemas Viscosos Transparentes ou Translucidos foram classificados como cristais
liquidos de fase cubica, conforme o diagrama de fases apresentado na Figura 4. E
importante salientar que para confirmar os dados obtidos por MLP, outras técnicas
devem ser utilizadas, como o espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS).

Foram selecionados os pontos 17, 18, 19 e 20 para os estudos de reologia,
TPA, bioadeséo e atividade repelente, destacados na Figura 5, que passaram a ser
denominados F17, F18, F19 e F20.
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Figura 5 - Diagrama de fases ternario do resultado da analise de MLP e as

formulacdes selecionadas.

Esses sistemas foram escolhidos devido a baixa porcentagem de tensoativo,
ja que esse componente pode ser irritante para a pele, e também pelo fato desses
sistemas serem transparentes ou translucidos, o que € indicativo de se tratar de
microemulsées ou mesofases liquido-cristalinas do tipo cubica.

A porcentagem de cada componente presente nas formulagbes

escolhidas esta detalhada na Tabela 1.



27

Tabela 1 — Composicao das formulagdes escolhidas.

Formulagées Agua Tensoativo Oleo
F17 50% 30% 20%
F18 40% 30% 30%
F19 30% 30% 40%
F20 20% 30% 50%

4.3 Determinacdo do comportamento reoldgico

A analise reoldgica estuda as propriedades de escoamento e deformagao da
matéria quando submetidos a uma tensao para que sejam avaliadas relagdes entre
tensbes e deformacdes (ISAAC, 2008). A reologia avalia caracteristicas como
viscosidade, fluidez, espalhabilidade e estabilidade fisico-quimica. Essas
caracteristicas podem ser utilizadas como meio de selecdo de formulagbes (MILAN
et al., 2007).

A viscosidade é a medida da resisténcia que o material apresenta para fluir,
sendo assim, quanto maior a viscosidade, maior € a resisténcia para fluir. Baseando-
se na viscosidade, pode-se classificar os fluidos em duas classes: newtonianos ou
nao newtonianos. Fluidos newtonianos possuem taxa de cisalhamento proporcional
a tensao de cisalhamento, enquanto os fluidos ndo newtonianos ndo obedecem a
essa proporcionalidade (LAHOUD et al., 2010).

O comportamento do fluxo do material pode ser analisado por meio da
construcdo de um grafico que relaciona tensdo de cisalhamento com taxa de
cisalhamento, formando duas curvas: uma ascendente e outra descendente (ISAAC,
2008). A partir da curva ascendente pode-se classificar o sistema como newtoniano
ou nao newtoniano, sendo que o fluxo ndo newtoniano pode ainda ser classificado
com plastico, pseudoplastico ou dilatante. A partir da curva descendente o material
pode ser classificado em tixotrépico ou reopético (CALIXTO, 2013).

O comportamento pseudoplastico de fluidos ndao newtonianos apresenta, no
grafico que relaciona a tenséo e a taxa de cisalhamento, uma curva que tem origem
no zero, ndo apresenta linearidade e a viscosidade diminui com o aumento do

cisalhamento. Ja no comportamento plastico ha necessidade de uma forca prévia
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chamada tensdo de cedéncia para que haja um deslocamento das camadas
moleculares e apds esse ponto, o sistema apresenta comportamento linear ou quase
linear. O comportamento dilatante apresenta aumento da viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento (LAHOUD et al., 2010).

Analisando a curva descendente, quando esta encontra-se no plano inferior a
curva ascendente, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento do tempo da forga
aplicada, o fluido é caracterizado com tixotropico. Quando ocorre o contrario, ou
seja, a curva descendente € superior a curva ascendente e a viscosidade aumenta
com o aumento de tempo, o fluido é caracterizado como reopético (LAHOUD et al.,
2010).

A analise reolodgica oscilatoria fornece informagdes sobre a viscoelasticidade
da amostra, fornecendo informacbdes sobre a natureza estrutural do sistema
(CALIXTO, 2013).

Para a determinacdo do comportamento dos sistemas foi realizada uma
varredura de tensdo em cada sistema com o objetivo de determinar a regiao
viscoelastica, que é a regidao onde a estrutura do sistema € preservada. Nessa
regido, os modulos elastico (G’) e viscoso (G”) sdo independentes da frequéncia
(HAMINIUK, 2009). O modulo elastico G ou de armazenagem representa a
armazenagem de energia conforme ha um aumento da tensdo durante a
deformagado e qual a energia liberada quando a tensdo é diminuida. No mddulo
viscoso (G”) nao ha armazenamento de energia, pois a tensao aplicada é dissipada,
ocasionando uma deformacéo irreversivel (CALIXTO, 2013).

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos no ensaio reoldgico continuo.
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Figura 6 - Reograma das formulagdes.

Pela Figura 6, observou-se que a viscosidade mostrou-se dependente da taxa
de cisalhamento, uma vez que as modificagbes do material provocadas pelo
processo de cisalhamento diminuiu a viscosidade aparente de todos os sistemas.
Devido a esta propriedade, todos os sistemas se comportaram como fluidos
pseudoplasticos.

Além disso, a estruturacao dos sistemas foi gradualmente recuperada quando
a tenséao foi removida, revelando que, apesar das curvas reolégicas mostrarem uma
diminuicdo da viscosidade, um arranjo mais ordenado foi observado apds o
processo de cisalhamento, comportando-se como sistemas anti-tixotrépicos.

Esta é uma propriedade desejada em dispersdes farmacéuticas como as
microemulsdes e cristais liquidos, devido a diminuicao da viscosidade que além de
facilitar a administracdo do farmaco, também facilita a preparacdo da formulagao.
Além disso, o sistema mais ordenado formado apds o processo de cisalhamento
pode ser responsavel para prolongar ou modificar o perfil de libertagdo do principio
ativo (CALIXTO, 2013).

A Figura 7 apresenta os resultados obtidos no ensaio reoldgico oscilatorio.
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Figura 7 — Analise reologica oscilatoria das formulagdes.

Os moédulos G’ e G” podem indicar qualitativamente a estrutura do sistema.
Quando G’ >> G”, sugere-se que o sistema esta interligado quimicamente, ou se G’
> G” o sistema esta estruturado por ligagdes secundarias, e se G’ < G”, diz-se que
as moléculas do sistema estdo ligadas apenas por interagdes fisicas (CALIXTO,
2013).

De acordo com a Figura 7, todas as formulagdes obtiveram moédulos de
armazenamento (G’) superiores ao moédulo de perda (G”), uma caracteristica das
formulagdes elasticas, o que indica que ha a formagao de uma rede estrutural mais
forte (CALIXTO, 2013). Podemos concluir que a diminuicdo da proporcédo de fase
aquosa das formulagbes aumentou o carater elastico das formulagdes, ja que as
formulacdes F19 e F20 apresentaram carater elastico mais predominante do que
F17 e F18.

4.4  Andlise do perfil de textura (TPA)

A analise do perfil de textura revela caracteristicas mecanicas da formulagao
tais como compressibilidade, dureza, adesao e coeséo (CALIXTO, 2013).

A dureza é a avaliagdo da resisténcia maxima necessaria para haver
deformacgao. A compressibilidade corresponde ao trabalho necessario para deformar

a amostra (JONES, 1997). Dessa forma esses dois parametros permitem avaliar a
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facilidade de aplicagcao da amostra e do espalhamento na superficie a ser analisada.
Ja a adesdo e coesdo estdo relacionadas a adesao da formulacdo a superficie
bioldgica, retratando a retengdo da formulagdo no local de aplicagdo (CALIXTO,
2013).

A Tabela 2 apresenta as propriedades mecanicas das amostras obtidas a
partir da analise de textura das formulagdes. Na tabela constam os parametros
compressibilidade, dureza, adesdo e coesdo. Tais dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA com pés-teste de Tukey com nivel de significancia
0,05%.

Tabela 2 — Propriedades mecanicas das amostras obtidas a partir de TPA.

Amostra  Compressibilidade (N.s*) Dureza (N**) Adeséao (N.s) Coeséo

F18 0,525 + 0,061 0,038 £ 0,003 19,958 + 4,381 0,757 £ 0,048
F19 1,514 £ 0,041 0,098 £+ 0,002 125,315+9,353 0,881 +0,014
F20 0,378 £ 0,017 0,015+ 0,000 0,244 £ 0,027 0,904 + 0,031

*N.s — Newton.segundo

**N — Newton

A partir dos dados obtidos na Tabela 2 verificou-se que todos os valores de
compressibilidade, dureza e adesado apresentam diferenca significativa (p<0,05)
entre si. Os valores de coesdo nao apresentam diferenca significativa entre as
formulacdes F19 e F20, sendo que os valores de coesdo obtidos para as demais
formulacdes apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre si.

Amostras com baixa viscosidade ndao podem ser analisadas, pois €
necessario que a amostra apresente resisténcia a entrada da sonda. Por esse
motivo a amostra 17 ndo pbéde ser analisada.

Dureza e compressibilidade sao parametros reolégicos que quantificam a
deformagdo de um produto sob compressao (CALIXTO, 2013). Dessa forma a
formulacdo F19 foi a que apresentou maior compressibilidade e dureza quando
comparado aos outros sistemas, indicando maior organizagao desse sistema, como
observado nos ensaios viscoelasticos. As formulagdes F19 e F20 ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa de coesdo, sendo assim as formulagdes mais
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coesivas. A formulagcdo F19 apresentou maior adesdo em relacdo as demais

formulacgdes.

45 Andlise de bioadesao in vitro

A bioades&o pode ser definida como a capacidade biolégica de um material
sintético aderir a pele ou substrato bioldgico (REPKA, 2000).

Os fatores que determinam a bioadesao sao diversos e podem ser devido a
efeitos da morfologia da superficie, interagcbes quimicas, fatores fisiologicos e
interagdes fisico-mecanicas. Esses fatores ocorrem em conjunto a fim de resultar na
adesao entre duas superficies (PALACIO, 2012).

O processo de bioadesdo ocorre em duas fases: a primeira é a fase de
contato e a segunda de consolidagdo. A primeira fase ocorre com contato intimo
entre o sistema bioadesivo e a membrana biolégica, e a segunda ocorre com as
interacdes fisico-quimicas consolidando a jung¢ao adesiva, resultando em um maior
tempo de adesao (CALIXTO, 2013).

A principal vantagem da bioadesao é prolongar o contato do farmaco com o
substrato bioldgico, prolongando a agdo do mesmo e diminuindo a frequéncia de
aplicacédo do produto, aumentando assim a adesdo do paciente ao tratamento
(SMART, 2005).

A Tabela 3 apresenta os resultados do estudo da bioadeséo.

Tabela 3 - Resultados do estudo da bioadesao.

Amostra Trabalho de Adeséao (N.s)

F17 20,142 £ 0,196
F18 60,860 * 2,650
F19 143,688 + 5,722
F20 94,624 + 5,071

Os dados da Tabela 3 foram analisados estatisticamente por ANOVA com
pos-teste de Tukey com nivel de significancia 0,05%. A partir dos dados obtidos
verificou-se os valores de bioadesao das formulacoes F17 e F19, F17 e F20, e F18 e

F19 apresentam diferenga significativa (p<0,05) entre si. Os valores de bioadeséao
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nao apresentam diferenga significativa entre as formulagbes F17 e F18, F18 e F20, e
F19 e F20.

Analisando os resultados, as formulacdes de fase cubica, F18, F19 e F20 sao
as mais bioadesivas, sendo a microemulsdo, F17, a menos bioadesiva. As
formulagées com menor concentragédo de fase aquosa no sistema (F19 e F20) foram
as que apresentam maior adesao na analise de textura e no ensaio de bioadeséao in
vitro. A bioadesao dos sistemas também pode ser explicada por suas propriedades
reoldgicas, ou seja, 0 aumento da viscosidade e da caracteristica elastica contribuiu
para a permanéncia da formulacdo na pele. Sendo assim, as formulacbes mais

viscosas e mais elasticas foram as que apresentaram maior bioadeséo.
4.6 Determinacdo da atividade repelente

A determinagdo da atividade repelente permitiu avaliar a porcentagem de
repeléncia das formulagdes apds um periodo de tempo, e permitiu ainda comparar a
repeléncia com o produto comercial a base de DEET (OFF®).

As Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam os resultados dos testes de repeléncia.

Tabela 4 — Numero de tentativas de picadas apds periodo de tempo de aplicacao

da formulagcdo comercial de DEET.

Tempo de aplicacao Controle Formulacdo Comercial
da formulacéo OFF®
0 minutos 21 0
30 minutos 4 0
60 minutos 16 0
90 minutos 19 2




34

Tabela 5 — Numero de tentativas de picadas apos periodo de tempo de aplicacao

da formulagéo F17.

Tempo de aplicacao Controle Formulacao F17

da formulacao

0 minutos 15 0
30 minutos 42 25
60 minutos 30 30

Tabela 6 — Numero de tentativas de picadas apos periodo de tempo de aplicacao

da formulagédo F18.

Tempo de aplicacao Controle Formulacao F18

da formulacao

0 minutos 18 0
30 minutos 40 19
60 minutos 13 13

Tabela 7 — Numero de tentativas de picadas apds periodo de tempo de aplicacao

da formulagao F19.

Tempo de aplicacao Controle Formulacao F19

da formulacéo

0 minutos 29 0
30 minutos 13 0
60 minutos 8 2
90 minutos 37 9
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Tabela 8 — Numero de tentativas de picadas apos periodo de tempo de aplicacao

da formulagéo F20.

Tempo de aplicacao Controle Formulacao F20

da formulacao

0 minutos 29
30 minutos 12
60 minutos 13 13

Para todos os testes, a porcentagem de repeléncia das formulagdes foi
calculada através da comparacdo do numero de tentativas de picadas no braco

controle e no brago em que a formulagao foi aplicada, de acordo com a equacéo 1:

_ (TC-TA)x 100 (1)

%R TC

em que: R = repeléncia; TC = Tentativas de picadas controle; TA = Tentativas de

picadas amostra.

A Tabela 9 abaixo apresentam a porcentagem de repeléncia de cada amostra

apos 0, 30, 60 e 90 minutos de aplicacao das formulacdes.

Tabela 9 — Porcentagem de repeléncia da formulagdes apds 0, 30, 60 e 90

minutos.

Tempo de Formulacdoa F17 F18 F19 F20
aplicagao base de
(minutos) DEET

(OFF®)
0 100% 80% 100% 100% 100%
30 100% 40,47% 52,5% 100% 75%
60 100% 0% 0% 75% 0%

90 89,47% 0% 0% 75,67% 0%
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A Figura 8 compara a repeléncia das formulagdes conforme o tempo de

aplicagao das mesmas:
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Figura 8 — Porcentagem de repeléncia das formulagdes apos 0, 30, 60 e 90 minutos

de aplicacéo.

As formulagdes F18, F19 e F20 podem ser consideradas repelentes, pois
apresentaram 100% de repeléncia no momento de aplicagdo. Apds 30 minutos, das
trés formulacdes, somente a F19 manteve o potencial repelente. Apos 60 minutos a
formulacao F19 teve perda da sua capacidade repelente.

A formulacdo F17 apresentou 80% de repeléncia no momento de sua
aplicagao, o que sugere ineficacia na agao repelente.

Por meio dos ensaios realizados pode-se observar que a formulagcdo com
maior concentragdo de Oleo essencial de melaleuca ndo foi a que apresentou
resultado mais satisfatério e a formulagdo com menor concentragdo desse 6leo
também nao foi a que apresentou menor porcentagem de repeléncia. Isso indica que
os sistemas proporcionaram condicdes para a eficiéncia da agao do principio ativo.
As formulagdes de fase cubica demonstraram um resultado de repeléncia mais
satisfatério em relacdo a microemulsao. Esse resultado pode ser devido ao fato de
esses sistemas apresentarem maior viscosidade e como consequéncia maior

bioadesao, permitindo que a formulagao permaneca mais tempo na pele, resultando
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em um efeito prolongado. Embora a formulagdo comercial a base de DEET tenha
apresentado melhor resultado de repeléncia em relagdo aos sistemas estudados, as
formulacbes obtidas apresentam potencial de acédo repelente e podem ser
consideradas alternativas promissoras aos repelentes atualmente empregados no

mercado.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

O sistema desenvolvido apresentou regides de microemulsdes e fases
liquido-cristalinas do tipo cubico, o que sera confirmado por espalhamento de raios-
X de baixo angulo (SAXS).

As formulacdes F17, F18, F19 e F20 apresentaram diminuicdo da viscosidade
ap6s o cisalhamento, comportando-se como fluidos pseudoplasticos. Além disso, a
estruturagdo do sistema foi recuperada apdés o cisalhamento indicando que os
sistemas sao anti-tixotropicos. Essas caracteristicas facilitam o processo de
preparacao do sistema e podem prolongar ou modificar a liberagdo do principio
ativo.

A analise de textura evidenciou que a formulagdo F19 apresentou maior
dureza e compressibilidade, evidenciando maior organizagao do sistema. Além
disso, a mesma teve maior ades&o e coesdo, sendo a coesdo semelhante a
formulagcao F20.

A formulagcdo F19 foi a que apresentou maior bioadesdo, o que pode
aumentar o tempo de permanéncia da formulagao na pele, favorecendo a repeléncia
do produto.

ApOs a realizacao da determinagao da atividade repelente, pode-se concluir
que a formulagao F19 foi a que apresentou maior repeléncia, sendo uma formulagao
em potencial como alternativa a formulagdes contendo DEET para a atividade

repelente frente ao mosquito Aedes aegypti.
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