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RESUMO

O Bioma Amazoénico destaca-se por sua elevada biodiversidade, incluindo espécies
vegetais de interesse farmacéutico, como a copaibeira (Copaifera sp.). A oleorresina
extraida dessa planta apresenta propriedades terapéuticas ja documentadas,
incluindo atividades analgésica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e antileishmania.
Essa oleorresina apresenta duas fragdes principais: a volatil, rica em O&leos
essenciais sesquiterpénicos, e a resinosa, rica em compostos terpénicos. A extracao
do 6leo essencial, que possui valor comercial, ocorre por hidrodestilagdo ou arraste
de vapor, sendo que a fragdo resinosa costuma ser descartada pela industria. O
objetivo deste estudo foi reaproveitar a fragdo resinosa como fase oleosa em
sistemas microemulsionados e avaliar a atividade in vitro dessas formulagdes contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, uma das espécies prevalentes
no Brasil. A caracterizacdo das formulacbes mostra que foram obtidas
microemulsdées do tipo bicontinua e A/O, contendo, respectivamente, 10 e 20% da
fracao resinosa da oleorresina de Copaiba. Todas as formulacdes estudadas foram
capazes de inibir a proliferagao in vitro de formas promastigotas de L. amazonensis,
apresentando valores de ICso inferiores a 6,9 ug.mL' apés 48 horas de ensaio,
indicando eficacia superior a do medicamento padrdo para o tratamento da
leishmaniose, o Glucantimee, cujo ICso foi maior que 100 pug.mL". Os placebos
também foram capazes de inibir o crescimento das formas promastigotas, uma vez
que o Tween 20 (tensoativo da formulagdo) tem reconhecida atividade contra a
multiplicagao celular do parasita, o que potencializa a agdo da oleorresina. Além
disso, a microemulsdo com menor teor de oleorresina (10%), mas com maior teor
em agua (20%), apresentou o menor ICso apds 24 horas de ensaio (2,7 yg.mL-1),
comprovando que o teor de agua da formulagdo é importante para melhorar a
permeacao celular dos principios ativos e melhorar a eficacia farmacolégica.

Palavras-chaves: Copaifera spp., Leishmania spp., tratamento.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma zoonose tropical negligenciada causada por
protozoarios do género Leishmania, parasitas intracelulares do sistema mononuclear
fagocitico, transmitidos ao homem pela picada de flebotomineos dos géneros
Phlebotomus (na Europa, Asia e Africa) ou Lutzomyia (nas Américas)). A
manifestacdo clinica da doenca depende da espécie infectante e pode ocorrer nas
formas visceral (afetando érgéos internos, como figado e baco), cutanea (também
chamada de tegumentar, com ulceragbes cutaneas) ou mucocutadnea (atingindo
mucosas e tecidos adjacentes)?.

A Leishmaniose Tegumentar (LT) apresenta prevaléncia crescente nas ultimas
décadas, com aumento estimado de 174,2% nos casos entre 1990 e 2013®). No
Brasil, as regides Norte e Nordeste sdo as mais afetadas, com, respectivamente,
cerca de 235 mil e 72 mil casos registrados pela OMS em 2017. Dentre esses, 0s
estados do Para e Amazonas foram responsaveis por 58% das notificacdes'!). Ha
mais de 20 espécies de Leishmania associadas a infeccdo em humanos, sendo L.
guyanensis e
L. amazonensis as espécies causadoras da forma tegumentar mais prevalentes na
Regigo Norte do Brasil®.

Apesar da existéncia de medicamentos topicos, como a pomada de
paromomicina e injegdes intralesionais de antimoniato de meglumina, ainda ndo ha
terapias locais com eficacia superior a dos tratamentos sistémicos, os quais utilizam
miltefosina, isetionato de pentamidina, anfotericina B e derivados antimoniais. Estes
tratamentos representam sérios inconvenientes, como toxicidade elevada, tempo
prolongado de administracdo e baixa ades&o dos pacientes®. Diante disso, torna-se
evidente a necessidade de desenvolver veiculos topicos que facilitem a penetragao
do farmaco na pele e o direcionamento ao parasita intracelular.

Emulsdes classicas sado obtidas pela mistura de agua e 6leo, em um processo
que envolve agitacdo mecanica e aquecimento, cuja interface das goticulas
formadas é estabilizada por um tensoativo anfifilico. Quanto menor o tamanho das
goticulas, maior a estabilidade do sistema que, por ser termodinamicamente
instavel, tende & separacdo das com o passar do tempo®.

Quando o didmetro das goticulas € da ordem de nandmetros, deixando o
sistema completamente transparente, esses equilibrios agua-6leo-tensoativo-
cotensoativo sdo denominados microemulsées (ME), e sdo mais vantajosos que as
emulsdes tradicionais por serem termodinamicamente estaveis (e por isso néo
separam fases) e de formagao espontdnea, sem necessidade de aplicar grande
energia térmica ou mecanica, o que diminui o custo de producdo®. Além disso, as
MEs tém maior poder de permeacdo cutanea, tanto na pele do hospedeiro quanto
nas células dos parasitas, o que faz destas um excelente veiculo para o tratamento
de leishmaniose tegumentar, especialmente se o o6leo empregado para a sua
obtencao apresentar atividade leishmanicida, como é o caso do 6leo de copaiba.

O género Copaifera compreende arvores que chegam a 40 metros de altura e
€ composto por 43 espécies, distribuidas pela América do Sul (37 espécies),
América Central (4 espécies) e Africa (4 espécies). No Brasil, ja foram catalogadas
mais de 20 espécies, sendo as mais abundantes C. multijuga Hayne e C. langsdorffii
Desf”). A regido amazonica é a mais importante zona extrativista do exsudato do
tronco da copaibeira, que é uma oleorresina rica em terpendides, como os
sesquiterpenos da fragdo volatil (trans-B-cariofileno, a-humuleno, a-copaeno) e os
diterpenos da frac&o resinosa (acidos copalico, hardwickiico, agatico, caurendico)®.

Diversos estudos tém demonstrado as propriedades farmacologicas da
oleorresina de copaiba, incluindo atividades antimicrobiana®'", antileishmania>'?,
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esquistossomicida’ antichagasical analgésica anti-inflamatoria‘
antitumoral'?, cicatrizacdo de feridas!'® e psoriase!'®). Entretanto, a industria tende
a valorizar apenas a fracao volatil, extraida por hidrodestilagéo, descartando a fragao
resinosa — rica em compostos bioativos — sem aproveitamento.

A extragao dos 6leos essenciais geralmente € conduzida por hidrodestilagao,
com rendimentos que variam entre 0,05 e 37%'%?9). Ao final da hidrodestilacéo, a
fragdo resinosa, rica em diterpenos com potenciais aplicagbes farmacoldgicas,
costuma ser descartada pelo fabricante sem reaproveitamento em outros processos.
O emprego da fragdo resinosa do 6leo de copaiba como fase oleosa no preparo de
sistemas microemulsionados, além de dar aplicacdo farmacéutica a esse refugo
industrial, valoriza o aspecto ecolégico e autossustentavel que existe no
aproveitamento maximo dos recursos naturais disponiveis.

Embora ja existam estudos envolvendo MEs e nanoemulsdes contendo a
oleorresina bruta de copaiba'?"?? nao foram encontrados relatos de MEs
elaboradas a partir do refugo da hidrodestilagdo, o que demonstra, ainda, o carater
inédito desta pesquisa, que visa desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade
antileishmania in vitro de MEs preparadas com a fragao resinosa descartada do dleo
de copaiba, com foco no tratamento tépico da LT causada por L. amazonensis.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A oleorresina de Copaiba foi fornecida pela empresa Nativus da Amazodnia.
Tween 20 e &cido oleico pela Synth® e o Etanol pela Dinamica®. O dimetilsulféxido
(DMSO) 99,5% foi fornecido pela Nuclear® e o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) pela Fundagdo de Medicina Tropical (FMT-HVD). O meio de cultivo
RPMI-1640 do Roswell Park Memorial Institute 1640 foi fornecido pela Gibco®.

2.2. Hidrodestilagao da oleorresina

A fracdo resinosa terpénica foi separada do 6leo essencial pela técnica da
hidrodestilagao por arraste de vapor. A oleorresina foi transferida para vidraria
Clevenger, misturada com pequeno excesso de agua destilada, e aquecida em
ebulicdo para a separacao do 6leo essencial. Ao final da extragao, a fragao resinosa
hidratada foi deixada em repouso para a separagado do excesso de agua, que foi
cuidadosamente removida com uma pipeta conta-gotas.

2.3. Obtencao das microemulsées, com e sem incorporagao da fragao
resinosa da oleorresina de copaiba
As MEs foram preparadas pela mistura de Tween 20, etanol, acido oleico e
agua destilada, com e sem a presenca da fracdo resinosa da oleorresina de
copaiba, que foi acrescentada a fase oleosa do sistema nas concentragdes de 10 a
20% do peso total da formulagéo, conforme demonstra a Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das formulagbes microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da
frag@o resinosa d_a oleorresina de copaiba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p).

Tween 20 Etanol Agua Fracao Resinosa Acido

oleico
ME10 30% 30% 20% 10% 10%
ME10-p 30% 30% 20% - 20%
ME20 25% 25% 10% 20% 20%

ME20-p 25% 25% 10% - 40%




2.4. Caracterizagao fisico-quimica das microemulsoées

As MEs obtidas foram caracterizadas pela determinacdo da densidade
absoluta, pH, viscosidade, indice de refragdo, transparéncia (transmitancia em
espectrofotometria de UV), tipo de fase externa (condutividade e teste de dilui¢cdo) e
microestrutura do sistema emulsionado (didmetro médio de goticulas, indice de
polidispersao e potencial zeta).

A densidade absoluta foi determinada utilizando um picnédmetro de vidro
acoplado a termdmetro, com capacidade para 25 mL. A massa da amostra capaz de
preencher a capacidade volumétrica do recipiente foi calculada pela diferenca entre
o picndmetro cheio e vazio, e a densidade absoluta foi calculada pela raz&o entre a
massa e o volume.

O pH das MEs foi medido em pHmetro (Del Lab, modelo DL-PH), previamente
calibrado com solugdes tampao de pH 7 e 4, e a viscosidade, em viscosimetro
analdégico de Brookfield (BrasEq, modelo LVT), utilizando-se o splinde numero 62
para a leitura das formulagoes.

O indice de refracdo foi medido em refratdmetro analégico do tipo Abbé
(Quimis, modelo Q767B), mediante calibracdo prévia com agua destilada, e a
transparéncia das MEs foi avaliada pela determinagcdo da transmitancia em
espectofotdbmetro de UV (Even, modelo IL-592) a 650 nm, utilizando cubetas de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm.

A condutividade da fase externa das MEs foi avaliada em condutivimetro
portatil (Instrutherm, modelo CD-860), previamente calibrado com a solugédo padrao
de 1413 uS/cm. O teste de diluicao foi conduzido pela adigdo e agitagdo magnética
de excesso de uma das fases aquosa ou oleosa das MEs, na propor¢ao de 1:10,
com agua e com acido oleico, com subsequente observacdo para verificar
manutencao da transparéncia ou turbidez do sistema apds a diluicio.

A caracterizacdo microscopica das MEs foi realizada em equipamento de
espalhamento dindmico de luz (Anton Paar, modelo Litesizer DLS 500), mediante
diluicdo prévia das formulacbes em agua, na proporcao 1:10, para determinagao do
didmetro médio e indice de polidispersdo das goticulas, além do potencial zeta
presente na superficie do filme de tensoativos.

2.5. Teste da atividade antileishmania in vitro

Para a avaliacdo da atividade antileishmania in vitro, foram utilizadas formas
promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), criopreservadas no
criobanco do Laboratério de Leishmaniose e Doengas de Chagas/COSAS/INPA. O
cultivo dos parasitas foi realizado em meio RPMI 1640 completo, suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) e 50 ug.mL™" de antibiético (gentamicina),
sendo incubados a 25 °C, conforme metodologia descrita por Jaffe e
colaboradores®. As culturas obtidas foram ent&o utilizadas nos bioensaios.

A atividade antileishmania das MEs contendo a fragao resinosa de copaiba foi
determinada por meio da avaliacdo da inibicado do crescimento e mortalidade das
formas promastigotas. As amostras foram previsamente filtradas, diluidas em meio
de cultura e testadas em concentragdes seriadas que variaram de 100 a 6,3 ug.mL™.
Como controle negativo, utilizou-se dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, e como controle
positivo, Glucantime® (antimoniato de meglumina), nas concentracdes seriadas de
100 a 6,3 ug.mL™".

As placas de bioensaio, contendo promastigotas, controles e amostras-teste,
foram incubadas em estufa a 25 °C, durante um periodo de 24 a 72 horas. Os
bioensaios foram realizados em ftriplicata e a média do numero de células vivas foi



utilizada para calcular a 1Cso, conforme descrito por Comandolli-Wyrepkowski e
colaboradores®?.

Para a analise estatistica, os dados de proliferacdo parasitaria forama
ajustados a curvas sigmoidais utilizando o software GraphPad Prism 8.0, com
analise dos respectivos intervalos de confianga (95%) e coeficientes de
determinacao linear. Ressalta-se que este experimento ndo requer aprovacao de
Comité de Etica, uma vez que ndo envolve a utilizagdo de seres humanos nem de
animais de experimentagdo, sendo realizado exclusivamente com parasitas de
referéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de beneficiamento industrial da oleorresina de copaiba envolve a
extragdo do oOleo essencial volatil, bastante valorizado na industria de cosméticos,
especialmente na producao de perfumes e esséncias. Entretanto, é sabido que a
fracao resinosa costuma ser descartada no processo apds a extragao do 6leo volatil,
mesmo a despeito da presenca de componentes na fracdo resinosa com
comprovada atividade antileishmania, dentre outras igualmente importantes. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver sistemas MEs aproveitando a
fracao resinosa do 6leo de copaiba e avaliar sua atividade in vitro frente a espécie L.
amazonensis (Protozoa: Kinetoplastida: Trypanosomatidae).

A fracdo resinosa foi separada do 6leo essencial de copaiba por
hidrodestilagao em Clevenger. Em seguida, a fracdo resinosa obtida foi previamente
solubilizada em &acido oleico (1:1) para ser empregada como fase oleosa das
formulacbes, que tinham Tween 20 como tensoativo, alcool etilico como
cotensoativo e agua destilada como fase aquosa, nas propor¢des descritas na
Tabela 1, de forma a produzir 2 formulagbes, com 10 e 20% da fragao resinosa na
sua composicao. Formulacgdes placebo contendo apenas acido oleico na fase oleosa
também foram preparadas e comparadas as formulagdes em teste.

Todas as formulagdes e seus respectivos placebos foram caracterizados
(Tabela 2). A determinacdo da densidade de uma formulagdo cosmética € um
parametro importante para seguir altera¢gdes da formulagdo em estudos de
estabilidade. Tanto a ME10 quanto a ME20 apresentam maior densidade que seus
placebos, ME10-p e ME20-p, respectivamente, o que demonstra que o aumento da
concentracdo da fragao resinosa na fase oleosa da ME aumenta a densidade do
sistema.

Tabela 2. Caracterizagao fisico-quimica das formula¢gdes microemulsionadas contendo 10% (ME10) e
20% (ME20) da fracao resinosa da oleorresina de Copaiba, e seus respectivos placebos (ME10-p e

ME20-p).
Formulagao ME10 ME10-p ME20 ME20-p
oH 5.86 £ 0,03 555 + 0,02 5.50 £ 0,05 2,09 0,02
Densidade (g/mL) 0,943+0,002  0,914+0,001  0944+0006 0,915 + 0,000
Viscosidade (cP) 120.8 + 19,1 1479+ 36 2417 + 14.4 542 +72
IR 1,424 + 0,001 142040000 1,440+ 0,001 1.427 + 0,001
Transmitancia (%) 815+ 0.1 987+ 06 486+03 996+ 0.7
Co?:]‘ét/"c’ﬁ?de 0,005 £ 0,001 0,002 +0,000  0,005+0,000 0,002+ 0,000
Potencial Zeta (mV) 86+09 -74+08 -489+07 -11,0+1,0
Diametro médio (nm) 193 4 2934 344.9 2982
P 0,251 0,183 0,228 0,281

O pH é uma caracteristica fisico-quimica importante, pois desempenha papel
fundamental na manutengdo da homeostase do estrato cérneo, regula a



permeabilidade da barreira cutdnea e influencia a resposta antimicrobiana da
pele®®, além de interferir na estabilidade dos farmacos veiculados na formulagdo®?®.
Produtos destinados a aplicagao na pele devem ter pH levemente acido, entre 4 e 6,
que corresponde a faixa do pH normal da pele. Produtos alcalinos podem causar
irritacdo e alterar a microbiota cutanea®”). Todas as MEs produzidas apresentaram
pH variando entre 4,99 e 5,86, sendo que o pH mais acido foi observado na ME20-p,
devido a maior concentragao de acido oleico em sua composigao.

Quanto a viscosidade das formulagbes, todas as MEs produzidas eram
fluidas, com valores variando entre 54,2 e 241,7 cP, o que garante boa fluidez e
espalhabilidade das formulacdes na pele®®. Também pode ser evidenciado que a
adicdo da resina de copaiba eleva a viscosidade do sistema, pois ME20 mostrou-se
ligeiramente mais viscosa que seu respectivo placebo.

O indice de refragdo, que € uma grandeza fisica que mede a redugcao da
velocidade de propagacgao do feixe de luz, quando este passa do ar para o leito de
outra substancia, pode ser util para caracterizar tanto a pureza das solu¢gdes quanto
a proporgdo em que certos liquidos sdo misturados®®. O indice de refracdo das MEs
€ influenciado pela composicdo do sistema, como resultado da proporgao do
componente com o maior indice de refracdo®”. Os valores de referéncia do indice
de refragcdo dos componentes puros sao: 1,333 para a agua; 1,361 para o etanol;
1,459 a 1,463 para o &cido oleico e 1,468 para o Tween 20C". O indice de refragdo
medido para a oleorresina de copaiba foi de 1,508 para a matéria-prima bruta, 1,524
para a fracado resinosa apods a etapa de hidrodestilacao, e 1,490 para a mistura entre
a fragao resinosa com acido oleico (1:1). A ME20 foi a formulagao que apresentou o
maior indice de refragao (1,440), por possuir o maior teor da fragdo resinosa de
copaiba (20%), que é componente de maior indice de refragcao (1,524). As outras
formulagcbes apresentaram indices de refragcdo semelhantes, variando entre 1,420 e
1,427, e que estao muito proximos dos valores do acido oleico (1,459 - 1,463) e do
Tween 20 (1,468), cujos percentuais somados chegam a 40% na ME10 e 65% na
ME20-p.

Por definicao, as MEs sao sistemas macroscopicamente transparentes, que se
formam espontaneamente sob leve agitagdo. Para avaliar a transparéncia das
formulacdes, as amostras foram analisadas em Espectrofotdbmetro de UV para medir
a transmitancia, que representa a quantidade de luz que é capaz de atravessar o
leito do liquido, em um caminho 6ptico com 1 cm de comprimento. As formulagées
placebo apresentaram transmitancia superior a 98,7%, confirmando a alta
transparéncia e homogeneidade caracteristicas dos sistemas microemulsionados
(Figura 1). Ja as formulagbes contento a resina de copaiba tiveram acentuada queda
na transparéncia do sistema, o que pode ser explicado pela forte coloragao
acastanhada da resina de copaiba. Quanto maior o teor da oleorresina, menor a
transparéncia da formulagao, que foi de 48,6% para a ME20, (que contém 20% da
fragdo resinosa) e 81,5% para a ME10 (que contém 20% da fragao resinosa). De
fato, a presenga de pigmentacdo em MEs coloridas pode diminuir a transmitancia
resultante, uma vez que o0s pigmentos podem absorver em determinados
comprimentos de onda, ou, simplesmente, podem dispersar a luz incidente®?.



Figura 1. Fotografia das formulagées microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (MEZ20) da
fragdo resinosa da oleorresina de Copaiba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p),
demonstrando a transparéncia dos sistemas obtidos.

ME10-p ME10 ME20-p ME20
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A condutividade elétrica reflete diretamente a quantidade de particulas
carregadas em uma ME, refletindo assim as alteragdes na estrutura e nas
propriedades da ME®®. MEs do tipo O/A costumam apresentar maior condutividade
porque apresentam agua como fase externa, e a agua é melhor condutora de
corrente elétrica do que o 6leo. Dessa forma, MEs com fase externa oleosa (tipo
A/O) expressam baixa condutividade elétrica, e estruturas bicontinuas apresentam
condutividade elétrica variavel, pois tanto o 6leo quanto a agua formam redes
lamelares continuas na microestrutura®. A baixa condutividade medida para as
formulagdes (entre 0,002 e 0,005 mS) ja era esperada como consequéncia do baixo
conteudo de agua (10 a 20%) e pelo emprego de um tensoativo nao idnico (Tween
20) na composigao. Foi observado, também, que as formulagdes ME10 e ME20, que
contém a fracao resinosa da copaiba, apresentaram condutividade maior (0,005 mS)
que as formulagbes placebo ME10-p e ME20-p (0,002 mS), o que sugere que a
oleorresina possui substancias ionizaveis capazes aumentar a condutividade dos
sistemas. Além disso, a baixa condutividade indica que as MEs desenvolvidas
podem ser microestruturas do tipo A/O ou bicontinuas. Entretanto, a realizagao do
teste de diluigdo (Figura 2) mostra que ME10-p e ME10 s&o estruturas bicontinuas,
pois as MEs perdem a transparéncia e ficam turvas tanto pela adicdo de excesso de
agua (tubos 1 e 3) quanto pelo excesso de dleo (tubos 2 e 4), demonstrando que
nao ha uma fase externa dispersante bem definida. De fato, a posicdo do ponto
ME10 no diagrama de fases pseudoternario (Figura 3) é central e condiz com a
localizagdo de sistemas bicontinuos®®. Ja as formulagdes microemulsionadas
ME20-p e ME20, que ficam turvas pela adigdo de excesso de agua (tubos 5 e 7),
mas permanecem transparentes pela adicdo de excesso de oleo (tubos 6 e 8),
demonstram que a microestrutura se organiza em goticulas do tipo A/O, onde a fase
externa oleosa é facilmente dispersa pelo acréscimo de oleo, sem afetar a
transparéncia. Por isso a adicado de excesso de agua nao se mistura com a fase
externa oleosa, deixando o sistema completamente turvo apos agitacdo. Esse
resultado também é coerente com a localizagao do ponto ME20 na Figura 3, pois
guanto mais proximo do eixo do 6leo, maior a contribuicido da fase oleosa como fase
dispersante de sistemas do tipo A/O.



Figura 2: Teste de diluigdo: ME10-p diluida em agua (1) e em 6leo (2); ME10 diluida em agua (3) e
em Oleo + barra magnética (4); ME20-p diluida em agua (5) e em 6leo (6); e ME20 diluida em agua
(7) e em dbleo (8).

Figura 3: Diagrama pseudoternario, com destaque em azul para a area de ocorréncia de fase Unica
microemulsionada. ME10 tem posigdo central na provavel regido de microestrutura bicontinua, e
ME20 esta proxima do eixo do éleo, com provavel microestrutura A/O cilindrica ou hexagonal.

c/T

A transparéncia exibida pelas MEs se deve ao fato de sua microestrutura n&o
oferecer resisténcia a passagem do feixe luminoso, uma vez que o didmetro médio
das goticulas € menor que o comprimento de onda do espectro da luz visivel, que
varia entre 400 e 800nm®®. Entretanto, existem divergéncias na literatura quanto ao
didmetro médio que o sistema deve alcancgar para ser caracterizado como ME. A
maior parte das revisdes bibliograficas afirmam que o didmetro deve ser inferior a
100 nm®"), caracteristica esta facilmente alcancada pelos sistemas coloidais
micelares; porém, ha relatos na literatura de que as MEs podem ter didmetro médio
variando entre 100 e 400 nm®®, o que é mais coerente para contemplar a variedade
e a complexidade das microestruturas nas quais uma ME pode se organizar, de
acordo com a proporgao entre seus componentes.

O diametro médio das goticulas pode ser determinado pela técnica do
espalhamento de luz dindmico (DLS), que exige a diluigdo prévia da amostra em
meio liquido. Apesar das MEs serem formulagdes liquidas, fluidas e transparentes,
ainda se faz necessaria a diluicdo da amostra, de acordo com a sensibilidade do
sinal do



equipamento, razao pela qual essa técnica se aplica melhor ao estudo de dispersoes
coloidais micelares simples de A/O ou O/A®®. Microestruturas mais complexas,
como sistemas cilindricos, hexagonais ou lamelares bicontinuos, fatalmente serdo
desorganizadas pela diluicdo com o aumento do volume de uma das fases, seja esta
aquosa ou oleosa®”. Como as MEs ensaiadas ndo apresentavam fase externa
aquosa (ME10 é bicontinua e ME20 & do tipo A/O, com provavel arranjamento
cilindrico), a diluicdo com agua antes da leitura altera a microestrutura do sistema,
fato este que explica o motivo pelo qual alguns autores que estudam sistemas
bicontinuos tem optado por n&o realizar a determinagao do didametro médio das MEs
por DLS®"). Entretanto, mesmo a despeito dessa reorganizacdo da microestrutura
apos a diluicdo, as amostras foram submetidas ao Zetasizer (Tabela 2 e Figura 4) e
os resultados para o didmetro médio das goticulas encontravam-se na escala
nanométrica, variando de 1934 a 3449 nm, com baixos indices de
polidispersibilidade (IP) que significam sistemas monodispersos. Resultados
semelhantes foram alcangados por Araujo e colaboradores*?, que estudaram MEs
com proporgdes variadas entre os componentes - Labrasol e Plurol Oleique (3:1),
oleato de etila e agua - para gerar sistemas A/O, O/A e bicontinuos, onde as MEs
A/O também geraram goticulas com didametro maior que a diluicdo das estruturas
bicontinuas, que foram de, respectivamente, 354 e 106 nm, apds a incorporagao do
principio ativo estudado (acido 5-aminolevulinico).

Figura 4. Analise da distribuigdo e determinacdo do diametro médio de goticulas (apds diluigdo em
agua) das formulagdes microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (MEZ20) da fragao resinosa
da oleorresina de Copaiba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p).
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O potencial zeta é definido como a diferenga de carga existente na interface
entre as cargas aderidas em uma particula em suspensdo e a camada de cargas
presentes no fluido que se move ao redor dela®®. Dessa forma, o potencial zeta
pode ser utilizado para prever a estabilidade de sistemas coloidais, de modo que
quanto maior for o médulo da diferenga de cargas (com carga positiva ou negativa),
maior



sera a repeléncia entre as particulas, evitando fendmenos de floculagdo e
coalescéncia, que levam a instabilidade e separacdo de fases de sistemas
emulsionados“?. A Tabela 2 mostra valores de potencial zeta negativos, onde a
adicao da fracao resinosa da oleorresina de Copaiba aumentou o potencial zeta, que
foi passou de -7,4 para -8,6 mV na ME10-p, e de -11,0 para -48,9 mV na ME20-p.
Isso demonstra que a incorporagao da oleorresina nao compromete a estabilidade
do sistema, uma vez que a repeléncia entre os glébulos aumenta com a proporgéo
da oleorresina.

Os resultados obtidos para a atividade antileishmania in vitro das MEs estéao
apresentados nas Figuras 5 a 7 e Tabela 3. Na Figura 5, observa-se o
comportamento da cultura parasitaria na auséncia do farmaco (controle negativo),
com redugao espontédnea da populagdo de promastigotas. A adigdo do controle
positivo (Glucantime®) promoveu efeito inibitério crescente conforme o aumento da
concentracao, indicando a acao dose-dependente sobre a proliferacdo parasitaria.

Figura 5. Atividade em 24 e 48 horas do Controle positivo (Glucantime®) e negativo, testados em
ensaio bioldgico in vitro contra L. amazonensis.
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Na Figura 6A, observa-se que o placebo ME10-p apresentou efeito
antileishmania significativo, sendo capaz de inibir totalmente a forma promastigota
nas concentragdes mais elevadas. Curiosamente, a menor concentracéo testada de
ME10-p mostrou um efeito comparavel & maior concentracdo de Glucantime®. Os
Tweens sao surfactantes com reconhecido potencial leishmanicida, e por estarem
presentes na propor¢cao de 25 a 30% de todas as MEs, explicam a atividade
leishmanicida apresentada pelo préprio placebo™®, além de potencializarem a agéo
dos componentes da oleorresina de Copaiba. De fato, a ME10 (Figura 6B)
demonstrou um efeito leishmanicida superior ao placebo nas primeiras 24 horas, o
que reforca os resultados obtidos por Santos!'® e Moraes®?, que demonstraram,
juntamente com seus respectivos colaboradores, que a porgao resinosa da
oleorresina de Copaiba também apresenta atividade leishmanicida, uma vez que
esta €& composta majoritariamente por diterpenos como acidos copalico,
hardwickiico, agatico e caurendico®. Apos 48 horas, os efeitos da ME10 e da
ME10-p tornaram-se similares, sugerindo acdo inicial mais pronunciada da
formulag&o com Copaiba.

Conforme apresentado na Figura 7 (A e B), ambas as MEs testadas foram
capazes de inibir 100% da forma promastigota do parasita, mas a ME20 (com maior
concentracdo da fracdo resinosa da Copaiba) demonstrou maior atividade
antileishmania em relagédo ao seu placebo, ME20-p.



Figura 6. Atividade em 24 e 48 horas de: (A) ME placebo (ME10-p) e (B) ME contendo 10% da fragédo
resinosa da oleorresina de Copaiba (ME10), testadas em ensaio bioldgico in vitro contra L.

amazonensis.
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Figura 7. Atividade em 24 e 48 horas de: (A) ME placebo (ME20-p) e (B) ME contendo 20% da fragédo
resinosa da oleorresina de Copaiba (ME20), testadas em ensaio bioldgico in vitro contra L.

amazonensis.
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E importante destacar que, apesar da ME20 apresentar maior concentracéo
da fragédo resinosa de Copaiba (20%), a ME10 (10%) mostrou-se mais ativa, uma
vez que inibiu 100% da proliferagédo de promastigotas em concentragbes superiores
a 25 pyg/mL (Figura 6A), ao passo que ME20 so inibiu 100% em concentra¢des
acima de 50 pug/mL (Figura 7A). Essa diferenca de desempenho também pode ser
observada na Tabela 3, que mostra a diferenga de valores calculados para a
Concentragao Inibitéria da multiplicacdo de metade da populagao de parasitas (ICso)
de cada formulacido, onde o placebo ME20-p tem ICso cerca de duas vezes maior
(12,7 pg/mL) que o do placebo ME10-p (6,6 pg/mL).

Tabela 3. Valores calculados de ICso contra promastigotas de L. amazonensis, das formulagdes
microemulsionadas contendo 10% (ME10) e 20% (ME20) da fragédo resinosa da oleorresina de
Copaiba, e seus respectivos placebos (ME10-p e ME20-p).

ICs0 (ug.mL™")

Formulagao 24h 48h
ME10 2.7 5,2
ME10-p 6,6 4,3
ME20 47 6,9
ME20-p 12,7 5,7

Glucantime® 67,12 >100




Como ME10-p mostrou-se mais ativo que ME20-p, fica evidente que a
diferenga na poténcia da atividade antiparasitaria também esta relacionada ao tipo
de veiculo, e ndo somente a concentragdo da oleorresina de Copaiba. De fato,
varios trabalhos tém demonstrado que a quantidade de agua na composi¢céo das
MEs interfere na capacidade de permeacdo das estruturas celulares®”), de forma
que ME10 e ME10- p, por possuirem 20% de agua na composi¢gado, possuem maior
capacidade de permeacdo da célula parasitaria que ME20 e ME20-p, que sbé
possuem 10% de &gua. Portanto, ME10 parece ter o equilibrio ideal entre a
capacidade de permeacdo e a concentragcdo de resina de Copaiba, com maior
potencial terapéutico que o Glucantime® para o tratamento tépico das manifestacdes
clinicas da LT.

4. CONCLUSAO

Todas as MEs testadas foram eficazes na inibicdo completa da proliferagao do
parasita L. amazonensis. A fragdo resinosa do o6leo de copaiba demonstrou
atividade antileishmania superior & do medicamento de referéncia, Glucantime®,
especialmente na formulacdo ME10, que apresentou o maior potencial leishmanicida
gragas ao seu maior conteudo de agua, que aumenta a permeacéao celular.

Além disso, a combinacdo de Tween 20, com reconhecida atividade
antiparasitaria, e a oleorresina de copaiba, rica em compostos cicatrizantes e anti-
inflamatdrios, mostra-se promissora para o desenvolvimento de uma formulagao
topica inovadora, de baixo custo e com menos efeitos adversos. As MEs, por
apresentarem dimensdes nanomeétricas, favorecem uma maior penetracao celular,
contribuindo ndo apenas para o combate ao parasita, mas também, para a
regeneracdo do tecido lesionado. Esses achados sustentam o potencial dessas
formulacbes como alternativa terapéutica eficaz e sustentavel no tratamento de
infecgdes cutaneas da LT.
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