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RESUMO

Ramos, M. F. S. Desenvolvimento de microcapsulas contendo a fracédo volatil
de copaiba por spray-drying: estudo de estabilidade e avaliacdo farmacologica.
2006. 132f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto, Universidade de Sdo Paulo,S&o Paulo, 2006.

A oleorresina de copaiba € amplamente utilizada em diferentes regides do pais,
especialmente na regido amazodnica. Sua atividade cicatrizante e antiinflamatéria séo
as mais difundidas na medicina popular. Entretanto, sdo raras na literatura cientifica
as descri¢des destas atividades, bem como a indicagdo da composi¢céo responsavel
pela atividade. Os objetivos deste estudo foram a otimizagdo da obtencéo da fragao
volatil da oleoressina de copaiba, por extragdo com arraste a vapor, sua
microencapsulagdo em goma arabica por atomizacdo e secagem em spray-dryer,
avaliagcao quimica, morfologica e farmacoldgica (atividade antiinflamatdria in vivo). A
fracédo volatil representou 14,5% da oleorresina, sendo o B-cariofileno (70%) e o a-
humuleno (8,7%) seus constituintes majoritarios. A eficiéncia do processo de
microencapsulagdo da fragdo volatii em goma arabica foi em média de 95%. Os
estudos de estabilidade da fragao volatil livre e microcapsulada, nas temperaturas de
25°C e 40°C em ambiente de umidade relativa de 50%, mostraram que o B-
cariofileno sofreu oxidagdo, gerando principalmente éxido de cariofileno, e em menor
extensdo outros compostos oxigenados. A microencapsulacdo da fragao volatil
minimizou, porém nao impediu a oxidagdo e a perda de massa. Os ensaios da
atividade farmacoldgica in vivo mostraram que a fragao volatil inibiu expressivamente
o processo inflamatoério agudo, induzido por carragenina ou zimosan, com ED50 de
32mg/Kg. A fragdo microencapsulada inibiu a resposta inflamatéria na mesma
magnitude que a fracdo volatil livre, mostrando que o processo de
microencapsulacdo nao alterou a atividade, possibilitando seu uso como forma
farmacéutica ou intermediaria na preparagcdo de outras. O [-cariofileno inibiu a
resposta inflamatéria na dose de 32 mg/Kg, na mesma magnitude que a fragao
volatil, o que nos permite atribuir a este, a atividade antiinflamatdéria observada.

Palavras-chave: fragdo volatil, oleoressina de copaiba, microencapsulagéo, B-
cariofileno, antiinflamatario.



SUMMARY

Ramos, M. F. S. Development of microcapsules containing the volatile fraction
of copaiba by spray-drying: study of stability and pharmacological evaluation.
2006. 132f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sdo Paulo,Sao Paulo, 2006.

The oilresin of copaiba is extensively used in different regions of Brazil, especially in
the Amazon region. Its healing and anti-inflammatory activities are widely known in
folk medicine. However, descriptions of these activities and the indication of the
compound responsible for these activities are rare in the literature. The objective of
the present study was to optimize the derivation of the volatile fraction of the oilresin
of copaiba by vapor extraction, its microencapsulation in Arabic gum by atomization
and drying with a spray-dryer, and chemical, morphological and pharmacological
evaluation (anti-inflammatory activity in vivo). The volatile fraction represented 4.5%
of the oilresin, with pB-caryophyllene (70%) and a-humulene (8.7%) being its major
constituents. The efficiency of the microencapsulation process of the volatile fraction
in Arabic gum was on average 95%. The study of stability of the free and
microencapsulated volatile fraction at the temperature of 25°C and 40°C in the
presence of 50% humidity showed that p-caryophyllene underwent oxidation, mainly
generating caryophyllene oxide and, to a lesser extent, other oxygenated
compounds. Microencapsulation of the volatile fraction minimized but did not prevent
oxidation and loss of mass. The in vivo assays of pharmacological activity showed
that the volatile fraction significantly inhibited the acute inflammatory process induced
by carrageenan or zymosan, with an ED50 of 32 mg/kg. The microencapsulated
fraction inhibited the inflammatory response to the same extent as did the free
volatile fraction, showing that the microencapsulation process did not alter the
activity, a fact that permits its use as a pharmaceutical or intermediate form in the
preparation of other formulations. p-Caryophyllene at the dose of 32 mg/kg inhibited
the inflammatory response to the same extent as did the volatile fraction, a fact that
permits us to attribute to this compound the anti-inflammatory activity observed.

Key-words: volatile fraction, copaiba oilresin, microencapsulation, B-caryophyllene,
anti-inflammatory.
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Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais para fins terapéuticos € descrita desde os
primordios da civilizagdo. Esta arte milenar ultrapassou todas as barreiras e
obstaculos durante o desenvolvimento socio cultural e chegou até os dias atuais,
sendo utilizada pela populagdo como recurso na terapéutica (DI STASI, 1996). O
conhecimento popular sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais contribuiram,
de forma decisiva, para a divulgacdo de seus efeitos medicinais, tornando-os
prescritos com freqUéncia, apesar de nao terem seus constituintes quimicos
conhecidos (MACIEL, 2002). Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial, especialmente nos
paises subdesenvolvidos ou considerados em desenvolvimento, utilizam este tipo de
medicamento devido a falta de acesso aos medicamentos sintéticos (CALIXTO,
2000).

A Fitoterapia constitui uma terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nos ultimos anos, mas vale ressaltar que este nao € um acontecimento
dos tempos atuais, pois foi a partir do conhecimento e utilizacdo de espécies
vegetais na cura de doengas que o0s quimicos medicinais isolaram as primeiras
moléculas puras para uso na terapéutica, como a morfina, que foi isolada em 1803 e
é utilizada até os dias de hoje (YUNES; PEDROSA; CHECHINEL-FILHO, 2001).
Desta época até os dias atuais, a industria farmacéutica desenvolveu uma enorme
variedade de farmacos sintéticos, empregando as mais diferentes técnicas entre
elas, a biologia molecular e as técnicas genéticas, a quimica combinatéria e a
quimica computacional.

Contudo, a quimica computacional nao conseguiu, pelo menos até o

presente, o seu objetivo de ser a fonte primaria e unica de diversidade de estruturas



Introdugdo 2

moleculares. Como a diversidade estrutural € fundamental na pesquisa para atingir
diferentes alvos bioldgicos, os cientistas voltaram aos estudos de produtos naturais,
considerando que durante milhées de anos da evolugao bioldgica a selegao natural
realizou um processo de quimica combinatéria realmente inigualavel (CHECHINEL
FILHO; YUNES, 2001).

Um dos maiores problemas relacionados aos estudos de Fitoterapia frente
a comunidade cientifica, € que esta utiliza extratos vegetais que sdo misturas
complexas de compostos. Tal fato encontra, no paradigma da quimica medicinal
moderna ocidental seu principal entrave. A estratégia ocidental descreve como
passo inicial na busca de novos farmacos a determinacdo de alvo bioldgico,
acreditando que exista um simples e unico ativo com efeitos farmacoldgicos
definidos, e aconselha o uso de somente um composto para evitar possiveis
interacbes medicamentosas (CHECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Em contraste, o
paradigma oriental estabelece, em sua etapa inicial, a avaliagao farmacoldgica dos
extratos indicados pela medicina popular, e subseqlientemente as diferentes etapas
até a obtencao de um fitoterapico ou mesmo de um fitofarmaco.

Isto ndo quer dizer necessariamente que a estratégia ocidental adotada
nao tenha éxito, haja vista o quanto avangamos, na cura das mais diferentes
doencas no decorrer do ultimo século. No entanto, ndo podemos deixar de observar
que muitos estudos cientificos suportam e confirmam a eficacia e seguranga do uso
terapéutico de determinadas plantas medicinais (CHECHINEL FILHO; YUNES,
1998; YAMADA, 1998; GILBERT; ALVES, 2003), como os resultados encontrados
por Tyler (1997) um emérito farmacologista americano, que em seus estudos
empregando Hypericum sp no tratamento de depresséo leve e moderada, afirmou

que esta espécie apresenta compostos quimicos que atuam em conjunto para aliviar
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as depressdes leves. A principal vantagem desta acdo combinada € a redugao de
efeitos colaterais e secundarios, uma vez que a resposta ndao € devida a uma
simples e forte agdo. Talvez isto explique porque na Alemanha se prescreve 200
vezes mais o Hypericum do que o farmaco fluoxetina no tratamento de depressdes
leves.

O estudo de produtos naturais, portanto, mostra aspectos importantes e
que contribuem sobremaneira para o desenvolvimento da quimica medicinal e de
fitoterapicos, quais sejam:

- uma diversidade de estruturas moleculares,

- sua possibilidade de uso como misturas, extratos brutos de plantas
medicinais, constituindo os fitoterapicos, ou como compostos puros
(fitofarmacos), ou ainda como protétipos de novos farmacos,

- e um terceiro aspecto, ndo menos importante que é permitir
identificar alvos bioldgicos, como por exemplo, o estudo do taxol,
que mostrou que a estabilidade dos mocrotubulos era uma boa
aproximacdo para atacar o problema da citotoxicidade

(CHECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

O mercado farmacéutico mundial de fitoterapicos movimenta hoje cerca de
50 bilhdes de dodlares. Contudo no Brasil esse mercado comegou a se expandir
recentemente e movimenta em torno de 500 milhdes de ddlares por ano. Apesar
destas cifras, e considerando que somos detentores de uma das maiores
biodiversidades do planeta, pouco ainda é realmente desenvolvido no pais nesta
area (MARQUES, 2003). E fato que, para o desenvolvimento de um produto

farmacéutico fitoterapico, muitas sdo as etapas a serem realizadas, e o Brasil vem
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no decorrer dos anos buscando seu dominio e aprofundamento no desenvolvimento
tecnolégico nesta area, contudo ainda ha um longo caminho a ser percorrido para

atingirmos tal objetivo.

1.1. Oleorresina de Copaiba

Entre os produtos naturais utilizados no pais, o 6leo de copaiba tem uma
grande representagdo social e econbmica, especialmente na regido amazbnica,
onde é nativo e largamente empregado.

E denominado 6leo de copaiba, a oleorresina’ obtida por extragdo do tronco
de espécies do género Copaifera (familia Leguminosae, sub-familia
Caesalpinoideae) (LEWIS, 2003). Este género possui 72 espécies descritas, sendo
16 delas encontradas somente no Brasil (INDEX KEWENSIS, 1996).

A origem do nome copaiba parece vir do tupi cupa-yba, “arvore de depésito”.
As copaibas s&o arvores nativas da regido tropical da América Latina e da Africa
Ocidental. No Brasil sdo encontradas facilmente na regido Amazénica e Centro-
Oeste, sendo as espécies mais abundantes: Copaifera officinalis L., C. guianensis
Desf., C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne, C. confertiflora Bth, C. langsdorffii
Desf., C. coriacea Mart., e C. cearensis Huber ex Ducke (VEIGA Jr.;PINTO, 2002).

Segundo relato da literatura, acredita-se que o 6leo de copaiba ndo seja um
produto do metabolismo primario e sim secundario, mais especificamente, um
produto de excrecdo ou desintoxicagao que funciona como defesa da arvore contra
animais, fungos e bactérias. Este 6leo é encontrado em canais secretores
localizados em todas as partes da arvore, tendo no tronco seu compartimento mais

saliente (ALENCAR, 1982).

1 seiva vegetal formada por resina dissolvida em azeite vegetal (Michaelis, Moderno Dicionario Lingua Portuguesa).
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Para a retirada do 6leo destas arvores ja foram utilizados diferentes métodos,
entre eles, alguns que levavam a morte imediata do vegetal (VEIGA Jr., 2002).

Atualmente, a extracdo do 6leo pela incisdo de trado, a cerca de 1 m de altura
da base da arvore, é a pratica mais empregada. Apds a coleta, o orificio é vedado
com argila para impedir a infestagcdo da arvore por fungos e cupins (ALENCAR,
1982). Esta pratica garante também que, de um mesmo espécime, possa ser
coletado d6leo varias vezes ao ano, sem danos a espécie vegetal. As espécies
botanicas mais frequentemente utilizadas na obtencao de 6leo sao: C. reticulata
(70%), C. guianensis (10%), C. multjuga (5%), C. officinalis (5%)
(LAWRENCE,1980).

A utilizagao do 6leo de copaiba ja era bem difundida entre os indios quando
os primeiros exploradores portugueses chegaram ao Brasil, e acredita-se que sua
primeira descricdo como cicatrizante e antiinflamatério date da época do
descobrimento (VEIGA Jr.; PINTO, 2002). Sua utilizagdo se perpetua até os dias de
hoje, especialmente na regido Amazonica onde seu uso € tao extenso que a copaiba
destaca-se como a planta medicinal mais utilizada e conhecida pela populacdo. Em
1982 a producdo deste 6leo na Amazbnia brasileira foi estimada em 200 ton/ano
(ALENCAR,1982). Dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica mostram que este valor vem aumentando tendo, atingido em 2002, 408
toneladas (IBGE, 2005). Este 6leo tem sua mais intensa aplicagdo na industria de
perfumes, como fixador e na industria de cosméticos, sendo utilizado também na
industria de vernizes (VEIGA Jr.; PINTO, 2002). Esta importancia se reflete também
no numero consideravel de patentes relacionadas a copaiba, na sua grande maioria
relacionadas a fins cosméticos e de perfumaria (KOSE CORPORATION, 2001; KAO

CORPORATION, 2002; LION CORPORATION, 2000; SHISEIDO CO. LTD., 1996;
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AVEDA CORPORATION, 2000; US425501805), algumas a produtos para repeléncia
e sanitarios (RIFUSE:KK, 2001; HAYASE; RIFUSE; SUZUKI, 2002; HAYASE;
RIFUSE; DAIHO; SUZUKI, 2004). Sdo poucas, entretanto, com fins na terapéutica
(BEVERLY M. SPARLING, 1950; GEROLANO; GIMENES, 1986; ICHIMARU
PHARCOS CO LTD. 1995; HARGER, 2002), dentre estas temos somente duas
patentes nacionais (GEROLANO; GIMENES, 1986 e HARGER, 2002), o que
demonstra a necessidade emergente de que as pesquisas realizadas no pais, além
de gerarem producgéo cientifica, que ainda € uma demanda no pais, também possam
ser orientadas a produgao de recursos e tecnologia.

O dleo de copaiba é constituido por misturas de sesquiterpenos e diterpenos.
A composicao destes componentes pode variar entre espécies ou mesmo
interespécies. Alguns autores relacionam esta variagdo com fatores biéticos externos
como danos provocadas por insetos e fungos (LANGENHEIM, 1990).

A fracao volatil desta oleorresina é obtida por destilagao por arraste a vapor e
constitui, em média, 15% do valor total da oleorresina, tendo como principal
componente o B-cariofileno (Figura 1). Este sesquiterpeno € encontrado na grande
maioria dos Oleos essenciais, especialmente no 6leo de cravo e na oleorresina de
copaiba, sendo esta ultima, a maior fonte natural conhecida deste composto

(TAYLOR, 2002).
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Figura 1. Estrutura quimica do p-cariofileno.

O oleo de copaiba que chega ao mercado geralmente ndo é extraido de uma
unica espécie, em sua grande maioria € composto por uma mistura de oleos obtidos
de diferentes espécies de Copaifera. Além disso, € comum sua adulteracdo por
Oleos graxos e ou alcool (VEIGA Jr., 1997).

A analise por cromatografia em fase gasosa de alta resolugdo mostrou que a
oleorresina apresenta duas regides bem definidas cromatograficamente: uma
referente a regido dos sesquiterpenos e outra a dos diterpenos (PATITUCCI, 1995).
Esta metodologia permitiu avaliar o perfil de diferentes amostras de 6leos de copaiba
e constatar adulteragbes e supor misturas de Oleos de diferentes espécies,
mostrando ser uma técnica eficaz no controle da autenticidade desta oleorresina
(VEIGA Jr. et al., 1997). Outras metodologias analiticas tem sido utilizadas para o

controle da oleorerina de copaiba, como: determinacdo de acidez e do teor de
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ésteres (VASCONCELOS; GODINHO 2002) e a anadlise termogravimétrica
(VASCONCELOS; GODINHO, 2001).

Na medicina tradicional o 6leo de copaiba é indicado para as mais diferentes
enfermidades: estimulante, diurético, laxativo, expectorante, antiséptico do aparelho
urinario, antireumatico, antiulcerogénico (PIO CORREIA, 1984). Na literatura
cientifica é descrito seu efeito antimicrobiano (MAZURELLA; SICURELLA, 1960;
OPDYKE, 1976), anti-helmintico (PELLEGRINO, 1967; GILBERT et al., 1972), na
protecao contra a penetracdo de cercarias de S. mansoni (GILBERT et al., 1972).
Souza Jr. et al. (2000) e Paiva et al. (2004a) descreveram o efeito protetor da
oleorresina nas colites induzidas por acido acético em ratos. Este ultimo também
descreve o efeito da oleorresina de C. langsdorffii, na atenuacdo de lesdes
intestinais (PAIVA et al. 2004b), sugerindo que o efeito protetor em ambos os
estudos seja devido em parte, as agdes antioxidantes e lipoperoxidativas da
oleorresina.

Tem sido investigado sua agdo em processos de natureza odontolégica em
funcdo de seu carater antimicrobiano e antiinflamatério (BANDEIRA, 1999b). A
oleorresina incorporada ao cimento dentario apresentou potencial irritativo discreto
quando comparado a aquele causado pelo eugenol (agente antimicrobiano)
(RIBEIRO, 1989). Estudos de biocompatibilidade de pastas compostas com a
oleorresina ou sua fragao volatil e hidroxido de calcio mostraram inicialmente efeito
irritante. Contudo, potencializaram as propriedades do hidroxido de calcio na
compatibilidade tecidual e na capacidade indutora de formacdo de tecido
mineralizado, sendo estes efeitos mais acentuados na pasta contendo a fracao
volatil (BANDEIRA et al., 1999a). Estes resultados corroboram aqueles de Pinheiro

(1993), onde o cimento obturador com 6leo de copaiba, éxido de zinco e hidroxido



Introdugdo 9

de calcio mostrou maior eficiéncia nas infiltracbes apicais em obturacbes de canais
radiculares do que outras amostras de cimento dentario largamente empregadas.

Acredita-se que seu efeito antimicrobiano deve-se principalmente aos
componentes volateis, que estdo presentes na oleorresina, uma vez que é bem
descrito o efeito antimicrobiano destes compostos (MUROI; KUBO 1993; SHAFIN et
al.,, 2002). A oleorresina de Copaiba langsdorfii Desf. reduziu, em ratos, a
implantacéo e crescimento do sarcoma de Walker (MORAES;MORAES, 1997). Mais
recentemente. Lima et al. (2003) descreveram que a oleorresina de Copaiba
multijuga Hayne reduziu o crescimento de ou a proliferagdo de células de melanona
(B16F10) in vitro. O B-cariofileno e o a-humuleno eram os componentes majoritarios,
representando 57% e 8,28% (teor relativo) da composi¢cdo quimica da oleorresina.
Kubo et al. (1996) relataram a atividade do B-cariofileno e o éxido de cariofileno em
linhagens celulares de tumores sdlidos. Entretanto, estudos de Legault et al. (2003)
sugerem que esta atividade esteja relacionada ao a-humuleno, que foi fortemente
ativo contra inumeras linhagens de células tumorais, enquanto o p-cariofileno
mostrou-se inativo. Estes autores sugerem que a atividade observada seja devido a
diminuicdo de glutationa intracelular, com concomitante aumento da producéo de
espécies de oxigénio reativas, ressaltando ainda que o a-humuleno foi menos toxico
contra células normais do que contra as células tumorais.

Esta atividade também vem sendo investigada na fragcdo diterpénica. O
kolavenol, um diterpeno de esqueleto clerodano, foi duas vezes mais ativo,
aumentando a sobrevida dos animais portadores de carcinoma IMC, quando
comparado ao farmaco de referéncia (o 5-fluoracil) (OHSAKI, 1994). Costa-Lotufo et

al. (2002), demonstraram em ensaios in vitro que o acido kaurenodico isolado da
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oleorresina de copaiba inibiu em 95% a proliferacéo de células leucémicas humanas
e em 45% as de mama e célon.

A utilizacdo da oleorresina em processos de cicatrizacdo, especialmente na
regido amazénica, € muito difundida. Brito et al. (1998) avaliaram este efeito com a
oleoresina de C. reticulata e observaram um retardo na contragao e epitelializagao
da ferida, bem como perda de pelos e formacdo de escaras em torno da ferida.
Resultados similares foram descritos por Henriques et al. em feridas pds-operatoérias
(anotagdes pessoais). Entretanto, Paiva et al. (2002) estudando os efeitos da
oleorresina de C. langsdorffii em lesbes e feridas em pele de ratos, descreveram
uma aceleragdo no processo de cicatrizacdo. Nenhum dos autores descreve a
composi¢cao da quimica da oleoresina, o0 que nos leva a crer que os resultados
conflitantes possam ser atribuidos a diferencas entre as amostras avaliadas.
Contudo, vale ressaltar que Woisky (2001), em seus estudos de toxicidade aguda e
sub-crénica, destaca que a fragdo resinosa (diterpénica) € mais toxica que a fragéo
volatil. Estudos de toxicidade da oleoresina ainda s&o escassos na literatura. Chen-
Chen e Sena (2002) relatam a atividade mutagénica e toxica da oleoressina de C.
langsdorffii em teste de analise de frequéncia de microtubulos em eritrécitos
policromaticos na medula éssea de ratos em doses de 2,11mL/Kg a 6,76mL/Kg.

A atividade antiinflamatoria da oleorresina é, sem duvida, a mais difundida na
medicina popular e tem sido investigada no meio cientifico. Basile et al. (1998)
mostraram, em modelo animal, a acido antiinflamatéria de 6leos comerciais de
copaiba, estimando a DL50 em 3,79 mL/Kg. O 6leo de C. cearensis Huber avaliado
por Fernandes, Pereira e Paulo (1992) apresentou atividade antiinflamatéria maior
que o bisabolol, o acido copalico e o éster metilico do acido solidago, substancias

presentes neste 6leo e que foram avaliados isoladamente. Woisky (2001) avaliando



Introdugdo 11

diferentes amostras de oleorresina e suas fragdes, volatil e resinosa, no edema de
pata induzido por carragenina, nistatina ou miconazol, constatou a atividade
antiinflamatéria da oleorresina, ndo observando diferenga significativa entre a
oleorresina e suas fracdes. Assim como, a inibicdo observada em todas as
amostras foi menor (no caso da dexametazona) ou semelhante (nistatina e
miconazol) que os padrdes de referéncia empregados no estudo. Faz-se necessario
ressaltar que as amostras avaliadas no estudo de Woisky apresentaram diferencas
na sua composi¢cdo quimica e, segundo o autor a amostra com menor teor de f3-
cariofileno (entretanto, com alto teor de bisaboleno) foi a que apresentou uma maior
eficacia na atividade avaliada. Veiga Jr. et al. (2001) estudando a C. multijjuga
Hayne, mostraram que a fragdo rica em hidrocarbonetos apresentou melhores
resultados, que a fracdo de alcoois sesquiterpénicos e acidos diterpénicos, na
reducao do edema de pata induzido por bradicinina ou carragenina.

Os resultados relatados acima nos sugerem que a agéo antiinflamatéria esteja
relacionada com o conteudo de sesquiterpenos. Contudo, é sabido que este
conteudo pode variar de 30-90% na oleorresina (TAYLOR, 2002), o que poderia
explicar as diferengas entre os resultados encontrados pelos autores.

Os estudos de Martin et al. (1993) mostram que o B-cariofileno apresentou
acao antiinflamatoéria por inibicdo do edema de pata induzido por carragenina e
PGE1, sugerindo que este sequiterpeno tenha participagdo importante na agao
antiinflamatoria.

O efeito protetor da oleorresina de copaiba sobre a mucosa gastrica (PAIVA
et al., 1998) corroboram os resultados obtidos por Tambe et al. (1996), que
demonstraram que o B-cariofileno reduz as lesbes da mucosa gastrica causadas

pelo alcool ou acido cloridrico, sem afetar a secregdo gastrica. Também é relatada
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uma potente agdo como anestésico local para este composto, em comparagdo com
a procaina (GHELARDINI et al., 2001).

A busca de moléculas com atividade antiinflamatéria € um desafio incessante
para as industrias, pois esta classe de medicamentos apresenta uma alta
diversidade de uso, como por exemplo em hemorrdidas, reumatismos, acne, lesbdes
dérmicas, ulceras entre outras. Como resultados disto, as vendas de
antiinflamatérios e analgésicos nos Estados Unidos excederam 223 milhdes de
délares em 2000, com estimativas para 241 milhdes em 2005, sendo a classe de
medicamentos com o maior numero de pedido de patentes relacionadas ao
desenvolvimento de produtos utilizados na medicina tradicional (DARSHAN;
DORESWAMY, 2004). Segundo dados da Abifarma (Associacdo Brasileira da
Industria Farmacéutica), os antiinflamatoérios nao esteroidais (AINES) representam o
quarto maior mercado da industria farmacéutica brasileira. Os antiinflamatorios
existentes no mercado apresentam diversos efeitos colaterais, entre os quais os
mais graves sao ulceragdo gastrica, hemorragia e reagcbes de hipersensibilidade.
Além disto, como sdo desenvolvidos e registrados pela industria farmacéutica
internacional, representam um alto custo para a populacdo de paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Sendo assim, a busca de novos antiinflamatérios
com efeitos colaterais reduzidos, além de baixo custo, mostra-se de extrema

relevancia.

1.2. Microencapsulacéo

A microencapsulagao € o processo pelo qual sélido, liquido ou mesmo gases,

sdo envolvidos por uma fina membrana de polimeros naturais ou sintéticos,
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biodegradaveis ou ndo, com os objetivos de aumentar a estabilidade, protegendo
substancias de condi¢cbes agressivas do meio como: luz, umidade, exposi¢ao ao ar
etc.; permitir a incorporacdo de materiais incompativeis entre si, em um mesmo
produto; aumentar a vida util do produto; e também promover a liberacdo modificada
do encapsulado. O didmetro das particulas obtidas por este processo pode variar de
1-5000 um e a espessura da parede de 2- 30% do peso total da particula (TOOD,
1970; BAKAN, 2001).

A origem deste processo remonta ao final da década de 50, como um
substituto "limpo" para o papel e as tiras de carbono utilizadas nas maquinas
industriais, onde os papéis eram impregnados de microcapsulas que continham
corantes e com a pressdo da maquina eram liberados permitindo a copia (ANSEL;
POPOVIVK; ALLEN, 2000). As primeiras patentes surgiram nos Estados Unidos em
1956, mas foi a partir de 1970 que surgiu um maior interesse e aplicabilidade para
esta técnica LUZZI, 1970). Hoje, inumeras sao as aplicagbes descritas para as
microcapsulas: em agricultura, para liberagao lenta de fungicidas e fertilizante (BOH
et al., 1999); na industria de cosméticos com vasta utilizacdo em cremes hidratantes
e emolientes, depilatorios, fotoprotetores, produtos para cabelo e maquilagem
(VINETSKY; MAGDASSI, 1999; HAWKIWS; BLEDSOE; DUNCAN, 2000); na
industria alimenticia, a encapsulacdo de aromas tem sido de enorme importancia
para a estabilidade e o melhoramento do sabor dos alimentos, na encapsulagao de
vitaminas lipossoluveis, lactobacilos entre outros produtos (SHAHIDI; HAN, 1993;
GOUIN, 2004) e na industria farmacéutica, as microcapsulas tém um amplo espectro
de atuacdo, quer seja para o mascaramento de sabor desagradavel de certos

farmacos, reducgéo da toxicidade, vetorizagdo de farmacos e materiais de diagnostico
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e liberagdao prolongada de farmacos (ALPAR; EYLES; WILLIAMSOM, 1998;
GURSOY; KARAKUS; OKAR, 1999; QUENELLE et al., 1999).

Da-se o nome de "nucleo" a substancia, soélida ou ndo, que se deseja
encapsular e de "revestimento" ao filme coesivo que envolve o nucleo. Este ultimo
deve ser quimicamente compativel e ndo reativo com o material encapsulado e deve
apresentar propriedades como flexibilidade, dureza e impermeabilidade adequada a
finalidade do produto desejado.

No processo de microencapsulagao podem-se produzir dois tipos basicos de
estruturas: sistema do tipo “reservatoério”, onde uma particula mononucleada esta
envolvida por uma fina parede (microcapsula), Figura 2A; sistema matricial, onde o
material encapsulado esta uniformente distribuido no seio do encapsulante
(microesfera ou microparticula), Figura 2B. O tipo de particula pode influenciar na

quantidade de material retido e no comportamento de liberagao.

O
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Figura 2. Estruturas obtidas no processo de microencapsulagao:
microcapsula (A); microesfera ou microparticula (B).
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O processo de encapsulacao pode ser descrito em trés etapas:

1) formacao de uma parede ou "casca" em torno do material de nucleo;

2) conservagao total e integra do material do nucleo dentro desta parede;

3) liberagdo do material encapsulado em tempo certo e com controle da taxa

de liberagao (VERSIC, 1988a).

Sao descritos diferentes métodos para preparacdo de microcapsulas, que
podem ser divididos em métodos mecanicos e fisico-quimicos e quimicos. Entre os
métodos mecanicos estdo: a suspensdo no ar, centrifugacdo multiorificio,
revestimento em turbinas, atomizagdo com secagem (spray drying), e os métodos
fisico-quimicos compreendem a evaporacdo do solvente, fusdo-emulsificacdo e
coacervagao ou separacdo de fases. Os métodos quimicos envolvem a
policondensacéo interfacial, polimerizagao interfacial e geleificagdo (BAKAN, 2001;
MAGIL, 1991; OLIVEIRA; SCARPA; BUENO, 1992; RE, 1998).

A selecdo do método de encapsulagao depende do custo da operacgao, da
sensibilidade do encapsulado, do tamanho desejado para a microcapsula, das
propriedades fisicas e quimicas do encapsulado e da parede, da aplicacdo do
produto e do mecanismo de liberacdo (RE, 1998).

A escolha do material de cobertura é um fator determinante na eficiéncia do
processo de encapsulagdo. InUmeros materiais sdo descritos, entre eles encontram-
se: resinas soluveis na agua, resinas insoluveis na agua, ceras e resinas entéricas
(BAKAN, 2001). Sua aplicagdo depende essencialmente do processo escolhido, da
finalidade do produto e do material de nucleo a ser encapsulado.

Inimeros sédo os trabalhos na literatura sob encapsulagdo de aromas

(flavours) (ANANDARAMAN; REINECCIUS, 1986; INGLETT; GELBMAN;
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REINECCIUS, 1988; ROSENBERG; KOLPEMAN; TALMON, 1990; NEAU et al.,
1993; GOUBET; QUERE; VOILEY, 1998; BERTOLINI, SIANI; GROSSO, 2000). Em
sua grande maioria, compostos volateis sdo encapsulados em agentes de cobertura
solidos com o intuito de aumentar sua protecdo, controle de liberacdo do
componente ativo, reducdo da evaporagao e promover uma maior facilidade de
manipulagdo. Entre os métodos mais empregados destaca-se a técnica de
encapsulagcado por spray drying, coacervagao e extrusdao (VERSIC, 1988b; RISCH,
1988; RIBEIRO et al., 1997).

A secagem por spray drying € a técnica mais comumentemente empregada
para a obtencdo de microcapsulas. Esta técnica se baseia na aspersdo de um fluido
(liquido, dispersao ou pasta) em uma corrente de ar aquecido. As principais variaveis
envolvidas no processo sao: temperaturas do ar de entrada e saida, fluxo de ar ou
do fluido de arraste, distribuicdo da temperatura e umidade, tempo de residéncia e
geometria da camara (WENDEL: CELIK, 1997). Este processo apresenta a como
vantagens a possibilidade de transformar liquidos em solidos; a secagem de
compostos sensiveis ao calor, insumos biolégicos e farmacéuticos; operacgao
continua permitindo produgdo em larga escala com boa eficiéncia; produgcédo de
particulas relativamente uniformes e esféricas; e baixo custo comparado a outros
processos (RE, 1998).

A escolha do material de cobertura, bem como a natureza do material de
nucleo sao fatores determinantes para plena eficiéncia do processo. A espessura do
material de cobertura também influencia a estabilidade e retengdo do material do
nucleo como demonstrado por Reineccius e Anandaraman (1986) que empregando
maltodextrinas com diferentes numeros de equivalentes de dextrose observaram um

aumento da retengdo de 6leo essencial de laranja quanto maior o numero de
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equivalentes contidos no polimero. Resultados semelhantes foram descritos por
Rosenberg (1990) para diferentes ésteres.

Um outro pardmetro muito importante na retencdo do aroma é a velocidade
de migracdo através da parede do suporte, a qual estda embasada na teoria de
Thijssen (1971), que descreve que a perda dos volateis durante o processo de
secagem é independente da volatilidade relativa do aroma, sendo controlada pela
velocidade de migragdo dos compostos para a superficie. Nesse caso, a polaridade
do aroma é o fator determinante, ou seja, quanto maior a polaridade, mais facilmente
ele migrara para a superficie do suporte durante o processo de secagem, reduzindo
portanto, a retencdo (VOILEY, 1995; RE, 1998).

A integridade da superficie da parede da microcapsula, bem como sua
porosidade também sao fatores a serem considerados, para uma maior retencéo do
aroma. Técnicas de microscopia optica, eletrbnica de varredura e confocal tém sido
ferramentas importantes para observagdes de superficie e de estruturas interna das

microcapsulas (RAMADAN; TAWASHI,1990; RE, 1998; LAMPRECHT, 2000).

1.3. Goma Aréabica

Esta goma é também chamada de goma acacia, € um coldide vegetal obtido
da exsudacgao de troncos e galhos de plantas da familia das Acacias. Existem muitas
espécies de acacias distribuidas nas regides semidesérticas do continente africano,
porém somente algumas delas produzem goma, sendo a principal fonte a espécie
Acacia Senegal L. (THEVENET, 1988).

A goma é exudata das arvores em largos nodulos estriados, sua coleta é

manual e realizada principalmente duas vezes durante a estagdo seca. A quantidade
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produzida por cada arvore nao excede 300g. A goma arabica € vendida em seu
estado natural ou apés processamento tecnoldgico. A goma bruta € previamente
limpa para remog¢ao de pedacos de tronco, areia e pequenas impurezas. Os pos de
goma grau alimenticio ndo podem conter mais que 0,5% de residuos. Quando a
goma € submetida a processos como o0 peneiramento, decantagao, centrifugacao,
concentragao, pasteurizacdo e atomizagdo seguida de secagem em spray-drying,
obtém-se um produto de alta qualidade e rapida hidratacdo, porém de maior custo
(NUSSINOVITH, 1997).

O Sudado domina o comércio e a producéo (80-90%) de goma no mercado
mundial, com uma produc¢ao anual de 40.000-50.000 t/ano. Entretanto, sua producéao
sofre constantes flutuagdes devido aos eventos climaticos e politicos da regido, o
que gera também alteragdes em seu preco no mercado, que podem variar de
US$1500 a 5000/t (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003).

A goma arabica é um polissacarideo complexo, acido e com massa molecular
em torno de 500.000 daltons. A obtida da espécie A. Senegal L. constituida
principalmente de arabinose, galactose, raminose, acido glicorénico e 0,34% de
nitrogénio, contido em uma fragdo glicoproteica de baixo peso molecular,
representando entre 5 -10% da composi¢cdo da goma. Esta fragdo protéica € a
responsavel pela propriedade emulsificante da goma (THEVENET, 1988;
NUSSINOVITH, 1997).

Devido a estrutura altamente ramificada, a goma arabica & facilmente
dispersivel em agua em concentragdes de até 50%, porém com baixa viscosidade
aparente (THEVENET, 1995), formando emulsdes estaveis (SAHINI; HAN, 1993).

Esta goma tem sido considerada padrédo de exceléncia como material

encapsulante de aromas ricos em monoterpenos (REINECIUS, 1988), devido a sua
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propriedade emulsificante, que garante uma boa capacidade de retencado para
muitos compostos volateis durante o processo de secagem por atomizagao.
(WESTING; REINECCIUS; CAPAROSO, 1988).

Com base nas caracteristicas da goma arabica, associada a sua utilizagdo na
microencapsulacao de volateis monoterpénicos, uma das propostas deste trabalho
foi a utilizagdo da goma arabica como material de parede na microencapsulagao da

fracao volatil do éleo de copaiba, rica em compostos sesquierpénicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Viabilizar a utilizacdo da oleorresina de copaiba como insumo farmacéutico por

microencapsulagéo de sua fragao volatil e avaliagado farmacoldgica.

2.1.2. Objetivos especificos

- Otimizagdo do processo de obtencdo da fragdo volatii a partir da
oleoressina de copaiba.

- ldentificagdo dos componentes presentes na fracdo volatil por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa.

- Avaliagado quimica quantitativa da fragao volatil, especialmente o teor de p-
cariofileno, por cromatografia em fase gasosa.

- Obtencédo de microcapsulas por spray drying empregando como polimero
encapsulante a goma arabica.

- Avaliacédo da eficiéncia de encapsulacdo por analise quimica quantitativa
da fragao volatil.

- Avaliagdo da morfologia das microcapsulas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e microscopia laser confocal.

- Avaliagdo da estabilidade quimica e morfolégica das microcapsulas apos
serem submetidas a condigdes de estresse (25°C e 40°C a 50% UR) por
periodo de 60 dias.

- Avaliagdo da atividade antiinflamatéria da fragdo volati e das

microcapsulas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificacd@o quimica dos componentes da oleorresina de copaiba

A oleorresina de copaiba adquirida da Central de Cooperativas de Rio
Branco em 2000, coletada entre 1999 e 2000, na regido de Tarauaca, AC, foi
analisada por cromatografia em fase gasosa de alta resolugdo acoplada a
espectrometria de massa (CGAR-EM).

Uma solugéo 2 mg de oleorresina em diclorometano (2 mL) foi tratada com
solugdo de diazometano em éter (preparado a partir de Diazald®; Aldrich). Em
seguida, o solvente foi evaporado e o residuo dissolvido em 100ul de diclorometano,
para inje¢do no cromatografo.

As andlises foram realizadas em um cromatografo HP Hewlett-Packard 6890
acoplado a um detector de massas Agilent 5973 Network, com injetor tipo
split/splitless (270 °C) com divisdo de vazdo de 1:20, utilizando-se uma coluna
capilar HP-5 (30m x 0,25mm x 0,25um de espessura do filme). A vazao foi de 2
mL/min para o hélio como gas de arraste sob fluxo constante, com temperatura
inicial de 110 °C, mantida por 2 minutos, e seguida de aquecimento, primeiramente
a taxa de de 5 °C/min até 140 °C e, em seguida de 20 °C/min até 290°C. O volume
de injecao foi de 1,0 pyL. Os componentes individuais da oleorresina foram
caracterizados por comparagao dos espectros de massa com a biblioteca do
aparelho (Wiley Library Software 7N), e os indices de Retencéo foram calculados

com referéncia a uma sequéncia linear de n-alcanos C8-C36 (ADAMS, 1995).
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3.2. Obtencédo da frac&o volétil da oleorresina de copaiba

Uma massa de aproximadamente 920 g de 6leo de copaiba foi transferida
para baldo de 5000 mL, 2000 mL de agua foram adicionados, e o aquecimento
iniciado até a ebulicdo da mistura. A fragao volatil do 6leo de copaiba foi obtida por
arraste a vapor por 8h, empregando o aparato modificado de Clevenger (GOTTLIEB,
1960). Em seguida, a fragdo coletada foi submetida a uma destilagdo simples,

utilizando-se uma manta de aquecimento e vidraria convencional.

3.3. Determinacéo da densidade da fracao volatil de copaiba

A densidade foi determinada segundo técnica descrita na USP XIV.
Inicialmente foi feita a calibragdo do picndmetro com agua a 25 °C, por pesagem do
picndmetro em balanga analitica calibrada. Em seguida, foi realizada a determinagao
da densidade da fracdo volatil da oloerresina nas mesmas condi¢cdes. Todos os

procedimentos foram realizados em triplicata.

3.4. Determinacéo do indice de Refragdo da frac&o volatil de copaiba

Uma pequena gota da fracado volatil foi colocada sob a superficie do
refratdmetro (Abbé), previamente calibrado com agua destilada (np® 1,3330), e o
indice determinado sob luz de sédio no comprimento de 589,3 nm (raia D) e

temperatura de 20 °C, segundo descrigdo da Farmacopéia Brasileira (1998).
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3.5. Identificagcdo dos consituintes e quantificacdo da fragdo volatil de copaiba

(padronizacao quimica)

Os componentes da fragado volatil foram identificados por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa, e quantificados por cromatografia
em fase gasosa de alta resolugdo com detecgéo por ionizagdo em chama (CGAR-
DIC) nas mesmas condigdes descritas no item 3.1., excetuando-se a etapa de
metilacdo. A quantificacdo do p-cariofileno na fracdo volatil foi realizada por
padronizagao externa, utilizando a metodologia descrita por Tappin et al. (2004). O
mesmo procedimento foi utilizado para determinar o teor de 6xido de cariofileno na
fracao.

A curva analitica do B-cariofileno foi obtida a partir de solugbes volumétricas
nas seguintes concentragbes: 1 mg/mL; 3,24 mg/mL; 5,50 mg/mL; 7,88 mg/mL e
10,0 mg/mL. Uma amostra de 4,04 mg/mL da fragdo volatil foi analisada para
determinacdo do teor de B-cariofileno. Para o 6xido de cariofileno, foram utilizadas
solugbes nas seguintes concentragdes: 0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,5 mg/mL e 0,7
mg/mL para a obtengdo da curva analitica; sendo analisada uma solugdo na
concentragdo de 1159 mg/mL. Para ambos os compostos, as solugbes foram
obtidas em diclorometano.

Para a determinacao do teor de B-cariofileno e de seu 6xido, amostras de
concentragdes proximas ao ponto médio da curva analitica foram injetadas, apds a
injecdo da amostra da fragdo volatil, nas seguintes concentragdes: 5,50 mg/mL (j3-
cariofileno) e 4,04 mg/mL (fracdo volatil); e 0,561 mg/mL (éxido de cariofileno) e

115,9 mg/mL (frac&o volatil).
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3.6. Preparacdo das microcapsulas

Foram preparados trés lotes de dispersdes goma arabica:fracdo volatil em
agua destilada (p/p), nas seguintes proporgdes: 7:3, 8:2 e 9:1. Primeiramente foi
dispersa a goma arabica em agua com auxilio de um agitador mecanico
convencional (Heidolph RZR-1) a 450 rpm. Em seguida, foi adicionada a fragcéo
volatil e homogeneizada em Turrax a 12000 rpm por 3 minutos. A dispersao foi
atomizada e seca em um spray-dryer Niro Atomizer (Figura 3), equipado com uma
camara de secagem cone cilindrica de 176,8 cm de altura. O didametro externo da
secao cilindrica da camera é de 200,6 cm e o didmetro externo medido na base da
regido cdnica, 150 cm. O sistema de atomizagao € do tipo disco rotatério (Modelo
FU11-BAAO6), de didmetro 12,2 cm que operou a 6400 rpm. A vazdo de
alimentagdo da amostra foi torno de 5,4 L/h. As temperaturas empregadas no
processo de secagem foram de 180 -185 °C e 75 -80 °C na entrada e saida,

respectivamente.
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Figura 3. Spray Drying Niro Atomizer (FEA, Unicamp-SP) (A), atomizador
rotatério (B).

3.7. Determinacdo da umidade das microcapsulas

O teor de umidade nas microcapsulas foi determinado pela extragdo com
tolueno de cerca de 40 g de cada uma das amostras segundo a técnica de
destilagdo azeotropica (USP XXIV, 2000). A extragao foi realizada por um periodo de
3h e as amostras analisadas em triplicata. O teor foi calculado pela relagdo do

volume de agua obtido em funcdo da massa de amostragem.



Material e Métodos 28

3.8. Eficiéncia de encapsulagéo

3.8.1. Determinacao do 6leo total das microcapsulas

Cerca de 20 g de microcapsulas foram colocadas em um baldo de 500 mL,
ao qual foram adicionados 150 mL de agua destilada, seguindo-se uma extragao por
arraste a vapor com auxilio do aparato de Clevenger por um periodo de 6 h. A
determinacao da fracao total retida nas microcapsulas foi obtida pelo volume de dleo
recolhido no aparato, multiplicado pela densidade da fragdo (ANKER; REINECCIUS,
1988). Todo procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra. O

percentual de fragao total recolhida foi calculada segundo a expressao:

FVt (%) = 100. Prva / Prve

onde:

FVr &0 percentual de fracao volatil obtido

Prva € 0 peso de fragao volatil na amostra

Pre € a quantidade (peso) tedrica esperada de fragdo na microcapsula

assumido a retencao total.

3.8.2. Determinacao do 6leo de superficie

O procedimento para determinacdo do Oleo de superficie foi baseado na
metodologia descrita por Anker e Reneccius (1988), com algumas modificagdes.

Amostras de 10 g de microcapsulas foram colocadas em um cartucho de celulose
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(Whatman 33 mm x 100 mm), e este foi acondicionado em um aparelho de soxhlet,
onde se procedeu a extragdo com 125 mL de n-pentano por 4 h e 30 min. Ao
término da operacdo, deixou-se o sistema atingir a temperatura ambiente e, em
seguida, adicionou-se 1 mL de uma solugdo 3 mg/mL de nonadecanoato de metila
(Aldrich), usado como padréo interno. O volume do baléo foi reduzido a 1 mL, com o
auxilio de um fluxo de argénio. Uma aliquota de 1 ulL foi injetada no sistema CGAR-
DIC nas condi¢gdes descritas no item 3.5. A quantidade de Oleo presente na
superficie das microcapsulas foi determinada por quantificacdo interna,
correlacionando-se as areas resultantes dos sinais da amostra com o sinal do

padrao interno. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

3.9. Determinacdo do tamanho de particula

A analise granulométrica das particulas foi determinada por microscopia
optica com luz incidente (microscépio Olympus, U-LBD-2, Japao), e os didmetros
das microparticulas foram avaliados com auxilio do programa Image Pro-Plus.

As particulas foram dispersadas sobre uma lamina de vidro com auxilio de
uma bomba a vacuo (Nevoni, Brasil) em ambiente fechado. A distribuicdo do
tamanho das particulas foi expressa em % de freqiéncia e % de frequéncia
acumulada, sendo utilizadas uma meédia de 1000 particulas para analise de cada

amostra.
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3.10. Morfologia das microcapsulas

3.10.1. Microscopia eletrénica por varredura (MEV)

As amostras de microcapsulas foram distribuidas sobre uma fita dupla-face,
aderidas a um suporte de metal, revestidas sob atmosfera de argdnio, com ouro
coloidal e analisadas em microscopico eletrdnico de varredura JSM T330A - JEOL®

em aumento de 300 e 8000 vezes.

3.10.2. Microscopia confocal a laser

A incorporacdo dos dois corantes de fluorescéncia foi adaptada da
metodologia descrita por Lamprecht, Schafer e Lehr (2000), onde 6mL de uma
solugéo de isotiocianato de fluoresceina (FITC; Aldrich) (1mg/mL), foi adicionada a
dispersédo de 70mL de goma arabica, ficando sob agitagdo e em auséncia de luz por
1h. Cerca de 0,05% de vermelho nilo foi disperso previamente na fragao volatil, e
mantido ao abrigo de luz. A fragdo volatil foi adicionada a dispersdo, submetida a
homogeneizagdo em Turrax (12000 rpm) por 3 min e em seguida dispersao foi
atomizada e seca em um mini spray-dryer Buchi modelo 191, nas condigdes:

Temperatura de entrada: 150 °C
Temperatura de saida: 80 °C

Fluxo de ar: 4,5 KgF/cm?

Vaz&o de alimentac&o da mostra (L/h): 0,24

Percentual de aspiracao: 95%

Durante todo o processo de secagem o equipamento foi mantido coberto
evitando incidéncia de luz na amostra, para que o material perde-se o minimo de

fluorescéncia possivel.
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As amostras de microcapsulas previamente associadas ao corante vermelho
Nilo (Nilo red; Aldrich) e ao fluorocromo FITC, foram hidratadas com volume de agua
suficiente para o perfeito umedecimento do material, que foi entdo distribuido entre
uma lamina e laminula. Assim preparado, o material foi submetido a um dispositivo
de varredura confocal a laser Fluoview V3.3 (Olympus, Japao) acoplado a um
microscopico up-right BX51 (Olympus). As imagens foram adquiridas por excitagao
em laser de 488 nm, utilizando-se filtros de emissdao em 510-530 nm para o FITC e
excitagcao em laser 530 nm com filtros de emissdo em 560-600 nm para o vemelho
Nilo. As aquisicbes das imagens foram feitas em sequéncia (e nao
simultaneamente), com o intuito de inibir a sobreposicdo de emissao do vermelho

Nilo sobre o FITC.

3.11. Estudo de estabilidade

3.11.1. Fracéo volatil

Uma amostra de cerca de 25 g da fragao volatil foi submetida a temperaturas
de 25 °C e 40 °C sob condigdes de 50% de umidade relativa (UR), por um periodo
de 60 dias. As amostras foram colocadas em placas de Petri descobertas, no interior
de uma camara climatica FANEN Modelo 345. O peso inicial da amostra foi
determinado, sendo a sua variagdo acompanhada durante todo o estudo, assim
como o aspecto visual do material.

A determinagao quantitativa do teor de B-cariofileno e éxido de cariofileno foi
realizada por padronizacio interna e externa, por CGAR-DIC. O nonadecanato de
metila foi utilizado como padrio interno.

Para a padronizagdo externa foram construidas curvas analiticas para o B-

cariofileno e para o 6xido de cariofileno, com solu¢des de: 1,01 mg/mL, 2,02 mg/mL,
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6,06 mg/mL, 8,08 mg/mL e 10,10 mg/mL, utilizadas para o primeiro. No caso do
oxido de cariofileno, foram necessarias duas curvas analiticas: a primeira, cuja
concentragao das solugdes foi 0,10 mg/mL, 0,20 mg/mL, 0,40 mg/mL, 0,61 mg/mL,
0,81 mg/mL; e a segunda, com 1,01 mg/mL, 20,3 mg/mL, 4,06 mg/mL, 6,08 mg/mL,
8,11 mg/mL e 10,14 mg/mL. As solugdes da fragao volatil, com concentragéo de 7
mg/mL, foram preparadas em acetona, ja contendo o padrdo interno
(nonadecanoato de metila, 0,05 mg/mL) e analisadas em ftriplicata, nas condi¢des
descritas no item 3.1., exceto que no injetor foi utilizado splitless por 0,5 minuto.
Cada analise incluiu a injegdo paralela de uma solugdo de B-cariofileno e uma de
oxido de cariofileno, de concentragdes proximas a dos pontos meédios das curvas

analiticas.

3.11.2. Microcéapsulas

Cerca de 5 g de microcapsulas de cada amostra (GA10, GA20 e GA30)
foram submetidas a temperaturas de 25 °C e 40 °C, sob condigées 50% de umidade
relativa, por um periodo de 60 dias. As amostras foram colocadas em placas de Petri
descobertas, em camara climatica FANEN Modelo 345.

As determinagbes quantitativas dos teores de [B-cariofileno e de 6xido de
cariofileno nas microcapsulas foram baseadas na metodologia descrita por Anker e
Reneccius (1988), com modificagbes. Amostras de 150 mg de microcapsulas foram
dissolvidas em 85 uL de agua destilada, em um recipiente hermeticamente lacrado,
e agitadas com auxilio de um voértex (Mistral Mixer 1190) até a completa dissolugéo.
Em seguida, 4 mL de uma solucdo de nonadecanoato de metilta em acetona (0, 05
mg/mL; padrao interno) foram adicionados ao recipiente, com auxilio de uma seringa

volumétrica calibrada (GAS-TIGHT AG FIXA, Agilent). A solugdo foi novamente
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agitada, e uma aliquota de 1 uL foi submetida a analise por CGAR-DIC, nas
condicdes descritas no item 3.11.1.

Como na determinagdo da fragdo volatil (item acima), todas as analises
foram acompanhadas por uma injecdo de uma solugdo de concentragédo proxima ao
ponto médio da curva analitica do B-cariofileno e do éxido de cariofileno.

Para elaboragéo da curva analitica do p-cariofileno foram utilizadas solugbes
de concentragédo 9,92 mg/mL, 7,93 mg/mL, 6,35 mg/mL, 3,17 mg/mL, 1,58 mg/mL e
0,79 mg/mL, em diclorometano; e para a curva analitica do 6xido 12,6 mg/mL, 9,60
mg/mL, 7,69 mg/mL, 3,84 mg/mL, 1,92 mg/mL, 0,96 mg/mL. Todas as analises

foram realizadas em triplicatas.

3.12. Avaliagdo Farmacologica

3.12.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, pesando entre 18 e 25
gramas fornecidos pelo Biotério Central da Fundagao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
RJ) e mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia Aplicada, Far-
Manguinhos até o momento do uso. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada (20 + 5 °C) e ciclos claro/escuro de 12 horas, tendo livre
acesso a agua e racao. Antes de iniciar os experimentos, 0s animais passaram por
um periodo de adaptacdo ao ambiente e preparagdo de 06 dias. Nos trés primeiros
dias receberam agua contendo vermifugo (Mebendazol, 20 mg/1000 mL) e os trés
ultimos para eliminagao do vermifugo. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as normas do Comité de Etica de Experimentacdo Animal

da Fundagao Oswaldo Cruz, RJ.
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3.12.2. Tratamento com as amostras

Todas as amostras foram administradas por via oral, num volume final de
200uL. A fracdo volatil ndo encapsulada (FV), o B-cariofileno (t-car) e a oleorresina
de copaiba (OB) foram diluidas em solu¢cdo de DMSO 1%, enquanto que as
microcapsulas, contendo a fragao volatil (MFV), e o diclofenaco de sodio (DS) (Far-
Manguinhos-Fiocruz) foram diluidas em agua. A dose de microcapsulas foi calculada

com base no conteudo da fragao volatil.

3.12.3 Avaliagao da Atividade Antiinflamatoria

3.12.3.1. Inducéo da pleurisia

A pleurisia foi induzida pela técnica de Spector (1956), modificada por
Henriques et al. (1990), para sua utilizacgdo em camundongos. Aos animais foi
administrado, por via endovenosa, solugdo de azul de Evans (25 mg/Kg de peso
corporal), visando sua ligacdo a albumina plasmatica, possibilitando assim, a
quantificacao colorimétrica do extravasamento protéico para a cavidade toracica.

Vinte e trés horas depois foram administradas, por via oral, as preparagcdes
MFV, FV, OB e t-car em diferentes doses, de acordo com o desenho experimental
realizado. A dose de 100 mg de diclofenaco de sddio (DS) foi empregada como
referéncia. Uma hora depois, foram administradas, na cavidade toracica direita dos
camundongos, através de uma seringa com agulha (13 x 5 gauge), solugdes de 100
uL de zimosan (Sigma; 100 ug/cavidade) ou carragenina (Sigma; 300 ug/cavidade).
O grupo controle recebeu, por via intratoracica, solugao salina (NaCl 0,9%) estéril.
Apoés 4 horas, os animais foram sacrificados por asfixia com diéxido de carbono, e

suas cavidades toracicas abertas e lavadas com 1 mL de PBS heparinizado (40
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Ul/mL). O volume recolhido foi medido com auxilio de pipeta automatica. Em todos

os experimentos foram utilizados 8 animais em cada grupo de estudo.

3.12.3. 2. Quantificacdo do extravasamento protéico

O fluido recolhido da cavidade pleural dos animais foi centrifugado a 2500
RPM durante 10 minutos. Duzentos microlitros do sobrenadante livre de células
foram recolhidos e distribuidos ume placa de cultura de 96 pocos, de maneira que
cada pogo correspondesse ao lavado pleural de um camundongo. Em seguida a
placa foi levada para leitura da absorbancia a 600 nm em um leitor de microplacas

(SOFTmax PRO 190; Molecular Devices).

3.12.3.3. Contagem de Leucobcitos

A contagem do numero total de leucdcitos no fluido da cavidade pleural foi
realizada em uma camara de Neubauer, por microscopia Optica convencional
(aumento de 200X), apods diluicdo (1:100) de uma aliquota do lavado pleural em
liquido de Turk (solugao de acido acético 2%).

Para a contagem diferencial de leucdcitos foram utilizados citoesfregacos,
preparados em citocentrifuga (Shandon), corados pelo método de May-Grunwald-
Giemsa e visualizados por microscopia 6ptica convencional (aumento de 1000X).
Nas laminas foram contados e diferenciados 3 tipos celulares: neutrdfilos,
mononucleares e eosindfilos.

Os resultados foram expressos como nimero de leucécitos (x 10°) por

cavidade.
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3.12.3.4. Edema de pata

Cada grupo experimental de 8 animais recebeu por via oral as preparagdes
teste: MFV, FV, t-car e DS, em diferentes doses de acordo com os experimentos. O
grupo controle recebeu solugéo salina estéril. Uma hora apds o tratamento oral, os
animais foram estimulados com zimosan (500 ug em 50 ulL/pata) ou carragenina
(300 ug em 50 pL /pata), através da injecdo sub-plantar em uma das patas traseiras.
Na pata contra-lateral foi injetado o mesmo volume do veiculo (salina estéril livre de
pirébgenos), usando-se uma agulha 30 2 G. Quatro horas apds o estimulo, o0 edema
foi analisado no pletismoégrafo digital (Ugo Basile®), pelo deslocamento de liquido
(0,5 g NaCl; 3 mL Extran 100%/1 L) produzido pela inser¢éo de cada pata na cubeta.

Cada analise foi realizada em triplicata.

3.12.5. Producéo de Oxido Nitrico

3.12.5.1. Avaliacao da Citotoxicidade

Células obtidas do peritbnio de camundongos injetados previamente
com tioglicolato (1 mL a 3%) por via intraperitonial foram plaqueadas (2,5 x 10°
células/pogo) em placa de 96 pogos, e incubadas com a fragdo volatil e com o -
cariofileno, ambos nas seguintes concentragdes 0,5; 5; 50 e 500 ug/mL. Como
controles, as células foram incubadas com meio RPMI (suplementado com soro
bovino fetal e L-glutamina acrescido de gentamicina) ou com 100 uL de uma solugao
de Tween 3%, diluido em salina estéril. Apds 20 h de incubagdo em estufa de CO.,
as células foram acrescidas de uma solucédo de 5 mg/mL de MTT (metil tiazolil
tetrazdlico), diluido em PBS (22,5 ulL/pogo) e incubadas em estufa de atmosfera

controlada por mais 4h. Apds este periodo, a placa foi centrifugada a 2800 rpm por 2
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min, o sobrenadante foi descartado, e as células receberam 150 uL de DMSO para
solubilizagdo dos cristais de formazan. A viabilidade celular foi determinada atraves

da leitura dtica realizada em um leitor de microplaca na D.O. de 540 nm.

3.12.5.2 Avaliagao da producédo do 6xido nitrico

Células peritoniais, obtidas como descrito anteriormente, foram plaqueadas
na densidade de 2,5 x 10° células/poco, numa placa de 96 pocos; e levadas a estufa
de atmosfera controlada (5% CO; a 37°C) por 30 min. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado, e as ceélulas aderentes foram acrescidas de meio rico em interferon
(meio condicionado), lipolissacarideo LPS (30 ng/mL), fragdo volati ou o B-
cariofileno nas concentragdées nao citotoxicas (0,5, 5 e 50 ug/mL; e 0,5, 5, 50 e 500
ug/mL, respectivamente). Como controle negativo, as células receberam somente
meio completo. As células foram colocadas na estufa contendo 5% CO, a 37°C e
apos 24 horas, a placa foi centrifugada a 2800 rpm durante 2 minutos, sendo 100 uL
do sobrenadante recolhidos e transferidos para outra placa de 96 pocos. Para
dosagem do nitrito foram adicionados iguais volumes do reagente de Griess,
permitindo a revelacido da reagao através de um leitor de microplaca, utilizando filtro

de 540 nm.

3.12.6 Anélise Estatistica

Para os experimentos in vivo a significancia estatistica utilizada foi de P
<0,05. Os dados foram analisados por ANOVA seguidos pelo teste New-Mankeeuls
Student e os resultados foram expressos como média + erro padrao da média

(EPM).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo quimica dos componentes da oleorresina de copaiba

O perfil quimico da oleorresina de copaiba esta representada na Figura
4, cuja analise mostra duas regides distintas, uma composta por
sesquiterpenos e outra por diterpernos, representando 75% e 25%
respectivamente. A regido sesquiterpénica foi composta predominantemente
pelo B-cariofileno (51%), seguido do a-humuleno (8,52%), enquanto na regiéo
diterpénica predomina o acido copalico (4,69%), o acido agalatico (3,32%), o
acido 11-hidroxicopalico (4,8%) e o 11-acetoxicopalico (5,23%). A composi¢ao
completa e a contribuicdo relativa de cada um dos constituintes da oleorresina

€ apresentada na Tabela 1.

nnnnnnnnn SESQUITERPENOS

| ‘I‘iIC: MS3110.D

3000000 B-cariofileno

ooooooo

DITERPENOS

Figura 4. Perfil cromatografico da oleorresina de copaiba.
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4.2. Obtencéo da fracdo volatil de copaiba

O rendimento médio do processo de obtencao da fracédo volatil do dleo
de copaiba por arraste a vapor, seguida de destilagdo simples, foi de 14,5% em
relacdo a massa inicial, na qual o teor relativo de sesquiterpenos representou

99,5%.

4.3. Identificacdo quimica dos componentes da fracdo voléatil de copaiba

O perfil cromatografico da fragao volatil € apresentado na Figura 5 e os
componentes caracterizados apds analise espectrométrica foram listados na
Tabela 1. A fragao volatil mostrou ser rica em hidrocarbonetos (97,5%), sendo
o B-cariofileno e 0o a-humuleno seus componentes majoritarios (70,0 e 8,74%,
respectivamente). Vale ressaltar que o a-humeleno € um isémero estrutural do
B-cariofileno, conhecido também por a-cariofileno, o que demonstra prevaléncia
do esqueleto cariofilénico na fracdo. O éxido e o alcool de cariofileno foram os
unicos compostos oxigenados presentes na fragdo, somando 1,97%. Este alto
percentual de p-cariofileno corroboram os resultados obtidos por Gramosa e
Silveira (2005) que avaliando os constituintes volateis de frutos, casca dos
frutos, folhas, raiz , caule e oleorresina de Copaiba langsdorfii, demonstraram
que a oleorresina possui o maior percentual de B-cariofileno (53%).

Na Figura 6 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos

constituintes presentes na fragao volatil.
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Tabela 1 - Compostos caracterizados na oleorresina e na fragdo volatil de
copaiba por espectrometria de massas.

ok o e e
A-elemeno 4,76 1332 0,38 0,96
a-cubebeno 4,95 1334 0,22 0,85
a-copaeno 5,36 1360 2,43 3,7
S-elemeno 5,63 1374 1,01 1,53
Cypereno 5,79 1384 0,37 0,92
trans-cariofileno (B-cariofileno) 6,16 1405 51,02 70,01
selemeno 6,33 14014 0,92 1,13
a-bergamoteno (trans) 6,39 1417 1,07 1,6
a-humuleno 6,69 1435 8,52 8,74
Aromadendreno 6,83 1440 0,15 Tragos
a-amorfeno 7,08 1455 1,13 1,34
germacreno D 7,20 1460 1,19 1,26
Sselineno 7,29 1466 0,56 0,89
a-selineno 7,47 1475 0,76 1,00
a-muurolene 7,55 1479 0,23 Tragos
Sbisaboleno 7,72 1487 1,46 1,41
A-cadineno 7,96 1502 1,38 1,28
germacreno B 8,55 1539 0,48 0,88
cariofileno alcool 8,71 1550 0,63 0,73
oxido de cariofileno 8,86 1562 0,31 1,24
a-cadinol 9,60 1615 0,15
epi-a-muurulol 9,65 1619 0,42
A-cadinol 9,74 1628 0,22
nao identificado 13,25 2187 0,83
ndo identificado 13,39 2216 0,47
nao identificado 13,56 2235 0,28
copalato de metila 13,77 2306 4,69
nao identificado 13,86 2327 0,32
danielato de metila 13,99 2354 2,62
pinifolato de dimetila 14,41 2455 0,75
ndo identificado 14,53 2487 0,59
nao identificado 14,63 2512 0,37
agalato de dimetila 14,75 2546 3,32
11- hidroxicopalato de metila 14,80 2556 4,80
11- acetoxicopalato de metila 15,16 2647 5,23
TOTAL 99,28 99,47
SESQUITERPENOS 75,01 99,47

DITERPENOS 24,27
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Figura 5. Perfil cromatografico da fragcao volatil obtida por extragdo por
arraste a vapor da oleorresina de copaiba.

4.4. Analise da densidade e do indice de refracdo da fracdo volatil

A fracao volatil da oleorresina de copaiba apresentou densidade de
0,8984 e indice de refracdo de 1,5555. O valor de densidade encontrado esta
dentro da faixa descrita na literatura para a oleorresina (FOOD CHEMICAL
CODEX, 1981). Entretanto o indice de refragdo encontrado esta um pouco
acima da faixa descrita, podendo ser atribuido ao fato de a fragao volatil conter

somente sesquiterpenos, o que pode alterar este parametro.
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Figura 6. Representagcdo das estruturas quimicas dos
fragao volatil.
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4.5. Analise quantitativa e padronizacdo da fracdo volatil da oleorresina

de copaiba

Os teores de B-cariofileno e de oxido de cariofileno na fragao volatil
foram de 74,9% e 0,44%, respectivamente. As curvas analiticas empregadas
para a quantificagdo de ambos compostos na fragédo volatil estdo apresentadas

na Figura 7.

5000000 1 Areq = 380452 [mg/m] - 33635 A
4000000 - R?=0,999
g 3000000 -
< 2000000
1000000 -
0 : ‘ w ‘ ‘ ‘
0 9 4 6 8 10 12
Concentragéo (mg/mL)
300000 - Area = 234646 [mg/mL] - 1811,2
250000 | R*=0,9974 B
200000
© 150000 |
<
100000 -
50000 |
0 T T T ! ‘ ‘
0 02 04 06 08 1 12

Concentragdo (mg/mL)

Figura 7. Curva analitica do B-cariofileno (A) e do 6xido de cariofileno
(B) obtidas por CGAR-DIC.
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4.6. Eficiéncia do processo de microencapsulagéo

O processo de microencapsulagao apresentou um rendimento médio
nos trés lotes de 64,4 % (p/p), que para um processo piloto & considerado bom,
em funcao do teor de sélidos presente na dispersao inicial (MASTERS, 1985).

As microcapsulas contendo 10, 20 e 30% de fragcdo volatil
apresentaram teores de umidade de 5,97%, 6,07% e 5,75%, respectivamente,
mostrando que ndo houve variagdo significativa entre as amostras e
apresentando valores percentuais de umidade dentro da faixa aceitavel

considerando o equipamento utilizado (MASTERS, 1985).

4.6.1. Quantificacdo do teor de fracdo volatil total e na superficie das

microcapsulas

O teor total da fracdo volatil recuperada, apds extragcdo por arraste a
vapor, em amostras dos trés lotes estd representado na Figura 8. A
recuperacgao total de fracdo volatil oscilou entre 95 e 99% da quantidade
tedrica, demonstrando que as condicbes do processo, especialmente a
atomizagdo e secagem em spray dryer foram eficientes na encapsulagao e
retencdo da fracdo volatil. A quantidade da fragao volatil na superficie da
microcapsula foi de 0,003%, 0,040%, 0,446%, nas amostras de 10, 20 e 30%,
respectivamente. A concentracdo de oO6leo na superficie aumentou
proporcionalmente a concentracdo de fracdo volatil na dispersdo, sendo
entretanto, muito pequena em relacdo a massa total. Este fato foi confirmado
mas imagens obtidas por microscopia confocal a laser (Figura 12). Este

parametro € utilizado na industria como um indicativo para o estudo de
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estabilidade (shelf life) (Reneccius et al., 1995), uma vez que é esperado que o

residuo externo seja primeiramente oxidado.

100 -
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99,

% Fracdao Volatil

Figura 8. Teor de Oleo total nas amostras de microcapsulas com a

fracéo volatil (MFV) nas concentragdes 10%, 20 e 30%.

4.7. Determinacdo do tamanho de particula

As microcapsulas contendo a fragcdo volatil, independentemente de sua
concentracdo, apresentaram distribuicdo unimodal, com o tamanho de particula
variando de 1 a 25 um, com maior frequéncia de 1 a 8 um (Figura 9). As
microcapsulas com 10 e 20% de fragéo volatil apresentaram uma distribuicao
muito semelhante, com percentual de freqiéncia na faixa de 1 a 8 um,

enquanto que as microcapsulas com 30% de fragdo volatil mostraram maior
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homogenia na distribuicdo, com maior freqiéncia na faixa de diametro de 6 a 8

um.
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Figura 9. Curva

copaiba.

de distribuicdo do tamanho de particula das
microcapsulas contendo: A. 10% da fragéo volatil; B. 20% da
fracdo volatil; C. 30% da fragdo volatil da oleorresina de
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4.8. Morfologia das microcapsulas

A morfologia externa das microcapsulas esta apresentada na Figura
10, onde podemos verificar que, independentemente da concentragdo de
fracdo volatil, predomina a forma esférica, com paredes lisas e integras, sem
aparente porosidade e de tamanho variado, conforme mostrado na distribuigdo
do tamanho das particulas no item anterior. A grande maioria das
microparticulas apresentou muitas cavidades (depressdes) na superficie, as
quais sao caracteristicas das microcapsulas preparadas com goma arabica
(ROSENBERG; TALMON; KOPLEMAN, 1988). Este tipo de estrutura pode ser
atribuido a forte contragdo (encolhimento) das goticulas durante o primeiro

estagio do processo de secagem (RE, 1998).

Figura 10. Fotomicrografia panoramica obtida por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) de microcapsulas de goma arabica-
fracao volatil de copaiba 10%. (300x 10 KV).



Resultados e Discusséo 49

Para visualizar as caracteristicas de parede e seu interior, as
microcapsulas foram fragmentadas por compressdo mecanica, antes de serem
preparadas para a captura de imagem. As imagens (Figura 11), mostraram
que estas apresentam um centro (nucleo) vazio onde ficou aprisionada a fragéao
volatil, ou seja um sistema microencapsulado do tipo reservatorio. A
microcapsula vazia (inerte) (Figura 11A) mostra uma parede lisa e com
espessura homogénea, enquanto que as microcapsulas contendo a fragéo
volatil mostraram uma maior variagcdo na espessura e também apresentaram
pequenos vacuolos, sugerindo que goticulas da fragao volatil foram retidas na
parede (Figura 11B e 11C). A freqlUéncia dos vacuolos € maior nas
preparacdes com maior concentracdo de fracao volatil. Este tipo de estrutura
de parede interna é tipico de microcapsulas obtidas a partir de compostos
emulsionaveis, como a goma arabica (RE, 1998).

A formacdo de um nucleo vazio deve-se a expansdo das particulas
(microcapsula) durante no estagio final do processo de secagem e tém sido
observados em pos secos por spray drying (EL-SAYED; WALLACK; KING,

1990a,b).
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Figura 11. Fotomicrografia obtida por MEV de cortes de microcapsulas de
goma arabica-fracao volatii de copaiba 10%. A.microcapsula
vazia:B. microcrocapsula-fragéo volatil 10% (1500x 10 KV) ; C.
microcrocapsula-fragao volatil 30% (2500x 10KV).
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Para a captagdo das imagens de cortes adquiridas por microscopia
confocal a laser (Figura 12), o material de parede, goma arabica, foi
previamente corado com FITC (coloracédo verde) e a fragdo volatii com
vermelho Nilo (coloragdo vermelha). Na Figura 12A podemos verificar que a
coloragao verde é predominante na superficie da microcapsula, enquanto que a
coloracdo vermelha predomina no nucleo da particula (Figura 12B). Foram
observadas também a presenca de pequenos pontos com coloragdo vermelha
na parede, os quais foram considerados como sendo, goticulas de Ooleo
(imagens nao mostradas), reforcando a hipétese de que os vacuolos
observados nas imagens de MEV, correspondem a presenga de gotas de dleo
nas paredes. A Figura 12C é uma sobreposi¢cao das duas primeiras imagens

mostrando que realmente o polimero circunda e aprisiona a goticula de 6leo.
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Figura 12. Imagens de corte obtidos por microscopia confocal a laser de
microcapsulas de goma arabica contendo a fragdo de volatil da
oleoressina de copaiba. A. microcapsula corada com FITC; B.
microcapsula corada com vermelho Nilo; C. Sobreposicdo das
imagens A e B.
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4.8. Estudo de estabilidade

4.8.1. Microcépsulas

A quantificagdo do B-cariofileno e do éxido de cariofileno nas amostras
de microcapsulas foi realizada utilizando como padrao interno o nonadecanato
de metila e como padrdes externos o B-cariofileno e o 6xido de cariofileno. As
curvas analiticas do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno estdo apresentadas
na Figura 13. Em se tratando de compostos volateis e para minimizar possiveis

erros na quntificacdo, a cada analise foi injetado um padrdo com concentragéo

equivalente ao ponto central da curva analitica.
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Figura 13. Curva analitica do B-cariofileno e do 6xido de cariofileno
para quantificacédo das microcapsulas.
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Os resultados do teste de estabilidade (temperatura de 25°C e 50% de
UR), dos trés lotes da fragao volatil microencapsulada estdo apresentados na
Figura 14, onde foram considerados o B-cariofileno e seu principal composto de
oxidagdo, o 6xido de cariofileno. Na Figura 14A foi verificada uma redugéo
marcante no teor de B-cariofileno e a concomitante formacado de seu éxido
correspondente. A redugdo no teor de pB-cariofileno é mais acentuada nos
primeiros 30 dias, aproximadamente de 40 a 50% do teor inicial. Ja nos ultimos
trinta dias, o teor de perda foi bem menor, em torno de 11% nas amostras. Por
outro lado, o teor de 6xido de cariofileno aumentou gradualmente chegando a
faixa percentual de 52 a 60,7% ao final dos 60 dias de estudo.

Na temperatura de 40°C e mesma condigdo de umidade (Figura 14B), o
declinio no teor de B-cariofileno foi mais intenso, atingindo um teor entre 28,8 e
38% na microcapsula, nos primeiros 20 dias. Ao final dos 60 dias de estudo, o
teor remanescente de B-cariofileno na microcapsula variou entre 19 a 12%,
conforme a amostra. Por outro lado, ocorreu um aumento vertiginoso na
formagdo de Ooxido de cariofileno, atingindo a faixa de 80,0 a 87,7%,

dependendo da amostra, ao final de 60 dias.
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Figura 14. Efeito do processo de oxidagao nas microcapsulas contendo a
fracdo volatil (60 dias). Formagéo de oxido de cariofileno e a

partir de B-cariofileno. A. temperatura 25°C e 50% de UR; B.
temperatura 40°C e 50% de UR.
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Neste estudo o B-cariofileno, como principal constituinte da fragao volatil
foi utilizado como indicador da estabilidade e seu 6xido correspondente como o
principal composto de sua oxidagdo. Porém, outros compostos podem ser
formados, como demonstrado pela analise por CGEM, a partir da fragédo volatil
remanescente nas microcapsulas, apos os 60 dias de estudo (Tabela 2). Nesta
tabela pode-se observar que, nos lotes submetidos a temperatura de 25°C,
ocorreu um aumento percentual de sesquiterpenos oxigenados, e decréscimo
dos compostos ndo oxigenados (hidrocarbonetos).

Esta analise nos permitiu confirmar que como os estudos de estabilidade
indicavam (Figura 14), nem todo B—cariofileno se transformou em oéxido, e sim
que o processo de oxidagdo € bem mais complexo, gerando outros compostos
oxigenados. Entre estes compostos oxigenados, o humuleno epdxido e o 14-
hidroxi-9-epi-cariofileno sdo os mais abundantes. Com o aumento da
temperatura foi observado um maior percentual de 14-hidroxi-9-epi-cariofileno,
possivelmente devido a hidroxilagdo do o6xido de cariofileno, por rearranjo
alilico, catalisado pelo aumento da temperatura. Estes resultados evidenciam
que no caso do nucleo -cariofilénico, em condicdes mais brandas de
temperatura os Oxidos s&o primeiramente formados, necessitando de
condicbes mais drasticas para formagao de seus hidroxidos correspondestes.
Na Figura 16 estdo representadas as estruturas quimicas dos principais
compostos oxigenados formados, podendo-se observar que os compostos de
estrutura de 11 membros sdo os preferencialmente formados, somando um
total de 60,8%, 64,1%e 73,9% (percentuais relativos), nas amostras com 10, 20

e 30% de fragao volatil, respectivamente.
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E interessante observar que o teor de oxigenados foi maior na
microcapsula com 10% de fragao volatil, que nas outras duas amostras, sendo
esta diferenca mais acentuada na temperatura de 25°C. Atribuimos esta
observagcado a maior incorporagao de ar na dispersdao com 10% de fragao, por
ser a mais viscosa (dados ndo mostrados).

Ao final dos 60 dias as amostras de microcapsulas foram submetidas a
nova extracao por arraste a vapor, com intuito e avaliar a perda da fracao volatil
por evaporagao (Figura 15). As microcapsulas submetidas a temperatura de
25 °C apresentaram uma perda percentual da fragdo volatil de 30 a 40%. Na
maior temperatura, a perda variou de 30 a 50%, sendo mais acentuada na
microcapsula com 30% de fragao volatil.

As condigbdes de temperatura e umidade empregadas na avaliagao de
estabilidade favoreceram a oxidacdo de todos os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, sendo mais expressiva no nucleo cariofilénico, por se tratar
do mais representativo na fracdo. Por outro lado, houve também perda de
massa durante este periodo, a qual pode ser atribuida principalmente aos
hidrocarbonetos, entre outros, o préprio B-cariofileno. A somatdria destes
eventos impossibilitou a analise do balangco de perda de massa total e

especifica do B-cariofileno e seus compostos oxigenados.
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Figura 15. Representacao grafica do percentual de fracado volatil retida
nas microcapsulas (A). Em (B) o percentual residual de
massa de fragdo volatil livre, apds dias nas duas
temperaturas e m ambiente de umidade relativa de 50%.
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Tabela 2 - Percentual de contribuicao relativo dos constituintes identificados

na fragao volatil da microencapsulada ao final do estudo de

estabilidade (60 dias).

% CONTRIBUICAO RELATIVA

25°C -50% UR

40 °C - 50% UR

CONSTITUINTES To MFV10 MFV20 MFV30 MFV10 MFV20  MFV30
d-elemeno 0,96 0,19

o-cubebeno 0,85 0,1

a-copaeno 3,7 1,28 1,84 2,01 0,48 0,45 0,26
f-elemeno 1,53 1,25 1,47 1,47 1,05 1,27 0,8
cypereno 0,92 0,32 0,42 0,42 0,2 0,18 0,1

B -cariofileno (trans) 70,01 10,3 18,09 17,91 2,18 2,19 1,5
y-elemeno 1,13 0,21 0,38 0,37 tragos tracos tracos
-bergamopteno (trans) 1,6 0,48 0,66 0,74 tragos tragos tragos
a-humuleno 8,74 1,62 2,92 2,83 0,32 0,28 0,22
o-amorpheno 1,34 0,65 0,81 0,84 0,31 0,34 0,25
germacreno D 1,26

B-selineno 0,89 0,41 0,71 0,49 0,65 0,54 0,45
a-selineno 1

a-muuroleno Tracos 0,27 tragos tracos tracos tracos
B-bisaboleno 1,41 0,6 0,75 0,74 0,37 0,35 0,34
y-cadineno Tragos 0,17 0,15 0,21 tragos 0,17
cis-calameneno Tragos 0,1 tragos 0,24 0,17 0,21
y-bisabolene(E) 0,22 tragos 0,14
8-cadineno 1,28 0,18 0,37 0,19 0,24 0,13 tragos
germacreno B 0,88

selina-3,7(11)dieno Tragos 0,15 tragcos 0,22 0,31 0,33
calacoreno 0,13 0,13 0,13 0,22 0,12 0,13
occidentalol 0,13 0,13 0,12 0,23 0,11 0,1
epi-longipinanol 5,24 4,92 5,2 6,91 6,73 6,35
longipinanol 0,18 0,22 0,21 0,68 0,49 0,47
cariofileno alcool 0,73 0,73 0,67 0,73 1,16 1,17
o6xido de cariofileno 1,24 57,66 46,33 47,39 49,7 44,11 47,47
copaen-4-o.-ol 0,94 0,45 tragos tragos tracos tracos
alcool arteannuico 0,39 0,27 tragos tracos tracos
guaiol 0,59 0,55 0,58
cedrol 0,33 0,72 0,63 0,64
humuleno epdxido Il 6,65 5,54 6,76 4,89 4,71 4,64
eudesmol<10-epi-y> 0,4
3 iso-thujopsanona 1,19 1,25 1,35 0,1 tracos
muurulol<epi-o> 2,3 21 2,31
o-cadinol 0,35 0,27 0,28
a-muurulol 0,42 0,41 0,4

dehidro-eudesmol 0,61 0,57 0,63 1,83 1,87 2,04
14-hidroxi-9-epi-cariofileno 3,48 2,89 3,23 13,67 13,24 13,62
oxido de bisabolona A (?) 0,78 0,74 0,87 1,77 1,77 1,33
germacrenona(?) 0,51 0,46 0,46 1,06 1,13 1,17
a-atlantona<E> 0,28 0,27 0,27 0,72 0,65 0,65

Continua
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% CONTRIBUIGAO RELATIVA

25°C —50% UR 40 °C - 50% UR

CONSTITUINTES To MFV10 MFV20 MFV30 MFV10 MFV20 MFV30
khusinol 0,5 0,5 0,24 0,51 0,72 tragos
elemodiol<8- a-11> 1,23 0,73 1,17
aristolone 0,22 tragos

14-oxy- o -muuruleno 0,47 0,32 0,32 2,23 2,14 2,17
14-hidroxi- . -muuruleno 0,57 0,51 0,71 1,77 1,47 1,21
B-bisabolenol 1,08 1 1,17 3,54 3,99 3,36
epi- a - bisabolol acetato 0,53 0,51 0,83 1,15 2,02 0,8
longifolol acetato<iso> (?) 0,65 0,53 0,46
lancelol acetato (?) 0,69 0,67 0,7
cedrane-diol <8S,14> 0,23 0,24 0,25 1,86 1,6 1,72
nédo identificado 1,5 0,29 0,21 0,23
TOTAL 99,47 99,61 99,9 99,7 99,98 99,93 99,94
HIDROCARBONETOS 97,5 17,43 29,53 28,29 6,91 6,33 4,9

OXIGENADOS 1,97 82,18 70,37 71,41 99,44 93,6 95,04
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Figura 16. Representagéo das estruturas quimicas dos principais
constituintes oxigenados da fragao volatil apés 60 dias

a 50% de UR e temperaturas de 25 °C e 40 °C.
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A reducado da concentragao de B-cariofileno na microcapsula pode ser
atribuida, portanto a dois eventos simultdneos: a evaporagdo deste
sequiterpeno e a sua transformacao a 6xido de cariofileno. A linearizacdo da
curva de redugao, na temperatura de 25 °C mostrou que a tendéncia para a
cinética de primeira ordem (Figura 17), indicando que a oxidagdo foi
dependente da concentragédo de B-cariofileno na fragcao volatil, o que ja era
esperado. Ja a 40 °C, os coeficientes de correlacdo (R?) estdo fora do limite
aceitavel (em torno de 0,98), impedindo o estudo cinético. Entretanto, os dados
na maior temperatura nos mostram que a velocidade de reducdo do f-
cariofileno na fracédo volatil pode ser atribuida principalmente a velocidade de
transformacao deste sesquiterpeno a oxido, catalisada pela temperatura uma
vez que devido ao seu alto ponto de ebuligdo (118-119 °C), nio é esperado
que a evaporagao seja o parametro decisivo na sua redugao.

A formacdo de oxido de cariofileno n&o responde a uma cinética de
reacao simples. Sua formacgao foi crescente até o vigésimo dia, a partir do qual
houve uma estabilizagdo da sua concentracdo, como pode ser observada na
Figura 18. Esta estabilizagdo ndo pode ser atribuida ao equilibrio
cariofileno/6xido, mas possivelmente a evaporagédo do 6xido (ponto de ebulicdo
45-59 °C) e a transformagdo ao hidroxido correspondente, ou seja, o 14-

hidroxi-9-epi-cariofileno.



Resultados e Discusséo 63

5,000

YMFv30 = -0,0153x + 4,5763

= R? = 0,9904 A
= =.0,0127x + 4,5593
E 4,500 7 - Y MFV20 : , ,
S R?=0,9702
[
@
5 4,000 - ®
CEeg
° 3500 4 YMEV10 = -0,0165x + 4,5358 Tk
- R? = 0,9499
-
3,000 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (dias)
m MFV10 ® MFV20 A FV30
----- Linear (MFV10) Linear (MFV20) — - — -Linear (FV30)
5,0000
—~ ;! Y MFv20 = -0,0252x + 4,3666 B
34,5000 R2=0,8917
ko ’ YMEV10 = -0,0334x + 4,2787
54,0000 -
5 Y
< \
= 13,5000 - -~
g - o
g 300007 o =-00269x+4,3768 u . m -
22,5000 - R? = 0,916 u S m
C =~ <
~ 2,0000 : : : : : : ‘
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (dias)
m  MFV10 ® MFV20 A MFV30
77777 Linear (MFV10) Linear (MFV30) — - — - Linear (MFV20)

Figura 17. Representacao grafica da cinética de redugao do p-cariofileno

nas microcapsulas de fracao volatil nas temperaturas de 25
°C (A) e 40°C (B).
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Figura 18. Representacgao grafica da cinética de formacgéo do éxido de
cariofileno nas microcapsulas de fragcao volatil nas
temperaturas de 25 °C (A) e 40 °C (B).
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4.8.2. Fracéo volatil

Para efeito de comparacao a fragao volatil livre foi submetida a mesma
condicdo descrita no item 4.8.1. Entretanto, neste caso a variagao de
concentracao de 6xido de cariofileno variou muito entre o inicio e o final do
estudo de estabilidade, sendo necessario a elaboragcéo de 2 curvas analiticas
em faixas de concentracbes diferentes (0,10 a 0,81mg/mL e 1,01 a 10,10

mg/mL). As curvas de calibracido estao apresentadas na Figura 19.

60000000 -
50000000 + y = 7TE+07x + 543055
R? = 0,9981
40000000 -
o
© 30000000 -
<
20000000 -
10000000 -
O T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentracdo cariofielno (mg/mL)

Figura 19. Curva analitica do B-cariofileno para quantificagdo da fragéao
volatil.
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Figura 20. Curva analitica do 6xido de cariofileno para quantificagao da
fracao volatil.
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A Figura 21 apresenta a variagao percentual de B-cariofileno e 6xido de
cariofileno, na fragao volatil livre submetida a temperatura (25 °C e 40 °C) e
50% UR por 60 dias. Pode-se observar uma diminuicdo vertiginosa no teor de
B-cariofileno em ambas as temperaturas. A 25 °C, o teor de pB-cariofileno
remanescente na amostra foi de 11,32% aos 30 dias e de 1,93% ao final do
estudo (60 dias). Concomitantemente ao declinio de B-cariofileno houve a
formagéo do oxido de cariofileno, chegando ao maximo de 36% ao 40° dia e
32% ao final de 60 dias. Na Figura também €& possivel observar a perda de

massa em cada de analise durante o estudo.
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Figura 21. Efeito do processo de oxidagao do p-cariofileno (t-car) a 6xido
de cariofileno (OX), na fragao volatil (FV) na temperatura de
25°Ce40°Ca 50% UR.
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O mesmo perfil de oxidacdo foi observado para o B-cariofileno, na
temperatura de 40 °C, entretanto com uma maior intensidade, haja vista que,
no vigésimo dia o teor em B-cariofileno foi de 1,7%, enquanto que o teor de
oxido foi de 33,7%, no mesmo periodo. Ao final do estudo somente 9,2% do
oxido foi encontrado na amostra.

Este declinio nas concentragdes de p-cariofleno e de O6xido de
cariofileno na fracéo volatil pode ser explicado em parte pela evaporagao como
mostrado na Figura 21, onde foi observada uma elevada perda de massa
durante o estudo de estabilidade. O percentual de perda de massa foi de
58,1% e 79,2% para as temperaturas de 25 °C e 40 °C, respectivamente ao
final de 60 dias. Por outro lado, o resultado da analise da fragao volatil por
CGEM (Tabela 3) mostrou que, durante o periodo de estudo (60dias) houve
formag&do de inimeros compostos oxigenados. Na temperatura de 25 °C, ao
vigésimo dia 48,6% dos compostos caracterizados eram oxigenados, chegando
a 94% ao sexagésimo dia. A 40 °C ao final de 20 dias 94% dos compostos
caracterizados eram oxigenados. O processo oxidativo da fragdo volatil
também gerou a formagao de derivados acetatos, sendo estes identificados em

maior percentual na temperatura de 40 °C.
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Tabela 3 - Percentual de contribuicao relativo dos constituintes identificados na
fragao volatil de copaiba ao durante o estudo de estabilidade por

60 dias.
% CONTRIBUICAO RELATIVA
25°C-50% UR 40 °C -50% UR
Constituintes To Too Tso Too Teo
d-elemeno 0,96 0,16
a-cubebeno 0,85 tragcos
a-copaeno 3,7 2,03 tragos
B-elemeno 1,53 0,91 tracos
cypereno 0,92 0,25
B-cariofileno (trans) 70,01 36,52 3,81 4,09
y-elemeno 1,13 0,53
B-bergamopteno(trans) 1,6 1,08 tragos
a-humuleno 8,74 6,21 0,74 1,42
a-amorpheno 1,34 0,98 tragos 0,31
germacreno D 1,26
B-selineno 0,89 0,41 0,4 tragos
a-selineno 1 0,15
a-muuroleno 0,16 tragcos
B-bisaboleno 1,41 1,24 1,32
d-cadineno 1,28
germacreno B 0,88 0,2
selina-3,7(11)dieno *
muurolol (?) 2,74 3,56 4,6 2,08
cariofileno alcool 0,73 0,56 1,1 1,73 1,74
oxido de cariofileno 1,24 38,72 67,42 61,08 36,59
t-p-elemenona (?) 0,14
cetona (?) 0,36 0,85 1,18 0,77
humuleno epéxido Il 3,36 7 7,13 5,7
3 iso-thujopsanona 0,52 0,93 1,77 1,74
a-muurulol 0,3 0,6 1,27 1,22
7-epi-a-eudesmol 0,16 0,64 1,23 1,64
14-hidroxi-9-epi-cariofileno 0,34 0,98 1,15
khusinol 1,48 7,45
B-bisabolol (?) 1,13 4,09
a-bisabolol (?) 1,03 2,71 2,33
iso-longifolol (?) 0,9 1,17 2,49
oxido de bisabolol A (?) 0,62 1,82
bisabolona (?) 1,28
14-hidroxi-alfa-muuruleno 0,21 2,95 2,49 5,76
t-dihidro-ocidentalol acetato(?) 0,15 1,96 1,84 418
eudesmol acetato (?) 0,36 1,22 1,36 3,71
epi-a- bisabolol acetato 0,39 2,82
juniper camphor acetato (?) 2,17
alcool n&o identificado (?) 2,6

lancelol acetato (?) 4,08
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% CONTRIBUICAO RELATIVA

25°C-50% UR 40 °C -50% UR

Constituintes To Ty Tso Too Teo
alcool nao identificado 1,46
alcool nao identificado 1,22
TOTAL 99,47 99,44 99,27 98,78 97,76
HIDROCARBONETOS 97,5 50,83 4,95 7,14
OXIGENADOS 1,97 48,61 94,32 91,64 97,76

To — tempo inicial ; T2o - 20 dias na camera climética ; Teo- 60 dias na camera climética
IK - Indice de Kovats
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A anadlise da cinética de reducao de B-cariofileno e a concomitante
formacdo de Oxido mostrou o mesmo comportamento observado na
microcapsula contendo a fragao volatil. Em ambas as temperaturas a reducao
de cariofileno na fragdo volatil tende a uma cinética de primeira ordem,

enquanto a formagdo de Oxido ndo responde a nenhum comportamento

cinético (Figura 22).
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Figura 22. Representagao grafica da cinética de formagéo do 6xido de
cariofileno na fragao volatil nas temperaturas de 25 °C (A) e

40 °C (B).
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Nossos resultados demonstram que, componentes da fracdo volatil,
sao oxidaveis nas condicoes experimentais e que a temperatura tem papel
decisivo. O processo de microencapsulagdo nao evitou, porém minimizou a
oxidacao da volatil. Acredita-se que este processo também diminui a perda de
massa, uma vez que apos as condicoes de estresse, o Oleo retido nas
microcapsulas foi cerca de 30% maior que a perda de massa. Ainda que as
amostras de microcapsulas nao foram pesadas ap6s os 60 dias de analises, o
conteudo de p-cariofileno presente nestas capsulas foi cerca de 40%
(temperatura de 25 °C) maior que o obtido na fragdo volatil, submetida a
mesma condic¢ao.

A goma arabica tem sido o polimero de escolha para a encapsulagéo
de compostos e misturas de carater lipossoluvel (KRISHNAN; BHOSALE,
SINGHAL, 2005; SHAIKH, BHOSALE, SINGHAL, 2006), especialmente os
aromas. Esta preferéncia pode ser atribuida, entre outros a dois fatores: a)
comparada, a outros hidrogéis, dispersbes concentradas em goma arabica,
possuem menor viscosidade relativa, o que favorece sua atomizacdo nos
processos de secagem industriais como o de spray-drying e, b) alta eficiéncia
na retencdo de volateis. Uma das desvantagens é que, quando empregada
como material de parede, o sistema microencapsulado néo evita a oxidacao
(RISCH; REINECCIUS, 1988; BERTOLINI; SIANI; GROSSO, 2001;
SOOTTITANTAWAT et al.,, 2005). Trabalhos na literatura contudo,
demonstram diferengas na capacidade de retengao em funcéo do tipo de goma
de arabica (RISCH; REINECCIUS, 1990; REINECCIUS et al., 1995)

Esta bem demonstrado, o efeito negativo da exposi¢cdo a elevadas

temperaturas e umidade na de estabilidade de volateis (BUFO; REINECCIUS,
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2002; YOSHII et al, 2001) indicando a necessidade de buscar novos materiais
ou novas misturas de materiais, afim de minimizar ao maximo este efeito.

Sao0 escassos os relatos na literatura referentes ao comportamento dos
sesquiterpenos encapsulados e submetidos a diferentes condigcdes de
temperatura e umidade, dificultando a comparagdo de nossos resultados. No
entanto, quando comparados aos monoterpenos apresentaram comportamento
oxidativo similar.

Algumas alternativas, tem sido propostas para minimizar o processo
oxidatido de monoterpenos, e que poderao ser aplicaveis aos sesquiterpenos,
entre outras, adicdo do amido modificado com alto valor de DE (equivalentes
de dextrose) na dispersao de goma arabica (BUFFO; REINECCIUS, 2000),
proteinas do soro de leite (KIM; MORR, 1996). Porém neste ultimo caso, pode
haver a interacdo de alguns compostos volateis, que dependendo da sua
classe quimica pode interagir com a estrutura proteica. Tais interagdes podem
ser interacboes fracas e romperem facilmente, mas também podem ocorrer
ligagBes covalentes conduzindo a alteragbes de sabor e textura, representando
grande inconveniente quando utilizado na area alimenticia (GUICHARD, 2006).
Em nosso caso, onde visamos a utilizagcdo como medicamento a manutengao
da integridade quimica (quali e quantitativa) dos constituintes e essencial para

garantir a dose que produz o efeito biolégico desejado.
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4. 9. Atividade Farmacoldgica

O processo inflamatoério envolve uma série de eventos que pode ser
desencadeado por varios e diferentes estimulos, por exemplo, agentes
infecciosos, isquemia, interagdo antigeno-anticorpo, agentes quimicos,
estimulo térmico até mesmo lesdo mecanica. A resposta inflamatoria tem trés
diferentes fases, cada uma aparentemente mediada por mecanismos distintos:
uma fase aguda caracterizada por vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade capilar, uma fase subaguda caracterizada por infiltracado de
leucécitos e células fagociticas e uma fase crénica proliferativa na qual ocorre
uma degeneragéao do tecido e fibrose (COLLINS, 2000).

A reagao inflamatdria aguda é de curta duragdo, de alguns minutos,
horas ou um a dois dias, dependendo do estimulo causal. De maneira geral,
esta fase se manifesta uniformemente, padronizada ou estereotipada, qualquer
que seja a natureza do estimulo lesivo. Nesta fase, muitos mediadores
quimicos participam do processo inflamatério tais como: cininas,
prostaglandinas, histamina, Fator de Ativacdo Plaquetaria (PAF), fragmentos
do sistema complemento (C5a), LTB4 (leucitrienos) e citocinas. A extensao da
contribuicdo de cada mediador dependera essencialmente do processo
inflamatério (BECHARA; SZABO, 2005).

Potenciais agentes antiinflamatérios sdo avaliados na industria
farmacéutica e modelos animais sao extensivamente usados no teste destes
antiinflamatoérios. O zimosan e a carragenina sdo agentes flogisticos
largamente empregados na investigacdo do processo inflamatério agudo. O
primeiro € um componente da parede celular de fungos, enquanto o segundo

um polissacarideo de carater irritante extraido de algas (OH-ISHI, 2000).
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Winter, Risley e Nuss (1962) demonstraram que a carragenina induz
em ratos uma resposta inflamatéria local aguda. A inflamagéo aguda induzida
pela carragenina leva a ativagao de gelatinases e colagenases (NAGAKAWA,;
SAKATA, 1996). Turner (1965) e Di Rosa et al. (1971) relataram que o
processo inflamatério induzido pela carragenina em rato envolve trés fases:
uma primeira fase com liberagao inicial de histamina e serotonina (primeira 1,5
h), uma segunda fase mediada por cininas (seguindo 1h apés a fase 1) e a
ultima fase, mediada por prostaglandinas.

O zimosan é outro agente inflamatério usado na busca de farmacos
com acao antiinflamatéria. A pleurisia induzida por zimosan induz uma
degranulagao imediata de mastdcitos e a ativagdo do sistema complemento,
seguido do aumento do fator de agregacgao plaquetaria (PAF) (OH-ISHI, 2000).

A avaliagdo da resposta antiinflamatéria da FV (fracao volatil) e da
MFV (microcdpula de goma arabica contendo 10% da fragdo volatil) foi
realizada em dois modelos experimentais de inflamacao: a pleurisia e o edema
de pata. Em ambos os modelos o processo inflamatério foi induzido por dois
estimulos diferentes, zimosan e carragenina de forma isolada.

Estd bem demonstrado que a inje¢cdo intratoracica de zimosan e
carragenina induziu um intenso extravasamento protéico, bem como a
migragcdo de leucdcitos, para a cavidade pleural de camundongos
(HENRIQUES, et al. 1990; SAMPAIO; ERA; HENRIQUES, 2000).

Inicialmente as amostras (FV e MFV) foram avaliadas na dose de
100mg/Kg, e os resultados estao apresentados nas Figuras 23 e 24. Em ambos
os estimulos, foi observado um aumento na migragéo celular para a cavidade

pleural. Este aumento no numero de células foi devido ao intenso influxo de
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neutroéfilos observado 4 horas apds o estimulo. A administragao oral com FV e
MFV (100mg/Kg) diminuiu de forma significativa o acumulo do total de
leucdcitos, devido a reducdo do influxo de neutréfilos na cavidade pleural
induzido por zimosan (75% e 74% de inibigdo respectivamente) ou carragenina
(91% e 73% de inibicado respectivamente) (Figura 23A e 23B). Além disso, a FV
e MFV inibiram o extravasamento protéico (Figura 23C e 24 C) induzido por
ambos estimulos. A Figura 23C também demonstra que a microcapsula vazia
(MVZ) inibiu a exsudacgao induzida por zimosan. Acredita-se que, este efeito
pode ser atribuido a diminuicdo do fluxo de sangue na luz do vaso sanguineo,
causado pelo intumescimento da goma arabica, promovendo um aumento na
viscosidade sanguinea, retardando o extravasamento protéico. Um fator que
corrobora esta hipotese é que MZV apresenta uma quantidade maior de goma
arabica que MFV. Este efeito ndo foi observado no extravasamento de proteina
induzido por carragenina (Figura 24C), sugerindo que esta diferengca também
pode estar relacionada aos mediadores envolvidos nos dois estimulos. Ha
relatos na literatura demonstrando a liberagao de colagenase e gelatinase apés
a injecdo da carragenina em ratos (NAGAKAWA; SAKATA, 1996). Estas
enzimas poderiam estar envolvidas na degradagdo da goma arabica na
pleurisia induzida por carragenina, evitando assim que ocorra uma inibigao da
exsudagao, pelo efeito do entumecimento da goma nos animais que receberam
a microcapsula vazia (MZV), como foi observado na pleurisia induzida por
zimosan. Apesar de nao ter sido observado um efeito terapéutico da goma
arabica na reacao inflamatoria, tem sido demonstrado seu efeito protetor, por
sua acao antioxidante, na reducdo dos efeitos hepatotdxicos, nefrotdxicos e

cardiotoxicos provocado por farmacos como acetaminofen, gentamicina e
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dexorubicina, respectivamente (ADB-ALLAH et al., 2002; AL-MEJED et al.,

2002; GAMAL EL-DIN et al., 2003).
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Figura 23. Efeito da fragao volatil microencapsulada (MFV) e fragao volatil ndo
encapsulada (FV) sobre o recrutamento de leucdcitos induzido por
zimosan (A e B) e a exudacgéo protéica (C). MFV, FV, Diclofenaco
de sédio (DS), Microcapsula vazia (MVZ) e a salina (SAL) foram
administrados p.o. 1h antes do zimosan (ZIM; 100ug/cavidade) e o
lavado pleural foi recolhido 4h apdés o estimulo. *** e # indicam
P<0,05 quando comparado ao grupo controle ndo estimulado com
salina ou ao grupo estimulado com zimosan, respectivamente.
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7.5+ A

Leucécitos Totais
(x10%/cavidade)

SAL CAR DS MvZ MFV FV

100mg/Kg

Neutroéfilos
(x106/cavidade)

SAL CAR DS MVZ MFV FV

Azul de Evans
(ng/cavidade)

SAL CAR DS MVZ MFV FV

100mg/Kg

Figura 24. Efeito da microcapsula contendo a fracdo volatil (MFV) e fracao
volatii ndo encapsulada (FV) sobre a pleurisia induzida por
carragenina. Quatro horas apés a injecao i.t. de carragenina (CAR;
300 ug/cavidade) o lavado pleural foi recolhido para analise do
nuamero total de leucécitos (A), neutrofilos (B) e extravasamento
protéico (C). MFV (100 mg / Kg), FV (100 mg / Kg), Diclofenaco de
sodio (DS) (100 mg / Kg), Microcapsula vazia (MVZ) (100 mg / Kg)
e a agua foram administradas p.o. 1h antes da carragenina. *** e #
indicam P<0,05 quando comparado ao grupo controle nao
estimulado (salina) ou ao grupo estimulado com carragenina,
respectivamente.
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Os resultados com ambos os estimulos também demonstraram que o
pré-tratamento com FV e MFV inibiu tanto o acumulo de leucdcitos, como o
extravasamento protéico na mesma magnitude que o farmaco de referéncia
(diclofenaco de sédio; 100mg/Kg).

O efeito inibitério da FV e MFV no ensaio de edema de pata induzido
por zimosan ou carragenina € mostrado na figura 25 e 26. A inje¢ao subplantar
de zimosan ou carragenina induziu um significativo edema de pata em
camundongos Swiss 4 horas apos o estimulo. O pré-tratamento oral com
100mg/kg de MVZ, MFV ou FV demonstrou que a inibicdo da resposta
inflamatdéria no edema de pata induzido por zimosan foi mais significativa no

tratamento com FV do que com a MFV como observado na Figura 25.

300+

200+

100+

A Edema de Pata

ZIM DS MVZ MRV FV
100mg/Kg

Figura 25. Efeito da microcapsula contendo a fragdo volatil (MFV) e fragao
volatil ndo encapsulada (FV) sobre o edema de pata induzido por
zimosan (500ug/pata). MFV, FV, Diclofenaco de sodio (DS),
Microcapsula vazia (MVZ) foram administrados p.o. 1h antes do
zimosan (ZIM;) e o aumento do volume da pata foi analisado 4h
apos o estimulo. * indica P<0,05 quando comparados ao grupo
estimulado com zimosan.
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Para avaliar o efeito do tratamento com FV e MFV na resposta
inflamatdria, os animais foram pré-tratados por via oral, estimulados com
carragenina por injegao sub-plantar tanto na avaliagdo em 4h como em 48h
ap6s o estimulo, FV e MFV apresentaram significativa inibicdo na reacao
inflamatodria local. Estes resultados evidenciaram também que a magnitude da
inibicdo, em ambos as fases do processo inflamatério, foi semelhante a
apresentada pelo inibidor de referéncia (diclofenaco de sodio).

Na analise do estimulo tardio (48h) observamos que MVZ também
apresentou uma significativa inibicdo, como a observada na pleurisia por
zimosan. Como sao modelos diferentes, a avaliacdo dos resultados nos indica
que pode ser uma variabilidade experimental e que investigagdes futuras
podem ser realizadas com a goma em diferentes estimulos inflamatérios. No
entanto, o efeito inibitério ndo é sinérgico ao da fragao volatil, ainda que a
média da magnitude no efeito da microapsula (FV) seja menor que a observada

para fracao volatil, porém estatisticamente iguais (MVZ, MFV e FV).
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Figura 26. Efeito da microcapsula contendo a fragdo volatil (MFV) e fragao
volatil ndo encapsulada (FV) sobre o edema de pata induzido por
carragenina (300ug/pata). MFV, FV, Diclofenaco de sodio (DS),
Microcapsula vazia (MVZ) foram administrados v.o. 1h antes da
carragenina (CAR;) e o volume da pata medido 4h (A) e 48h (B)
apos o estimulo. * indica P<0,05 quando comparados ao grupo
estimulado com carragenina.

Diante destes resultados, foi avaliada a atividade antiinflamatéria do p-
cariofileno, na dose de 70mg/kg, uma vez que seu teor na fragdo volatil &€ de
aproximadamente 70% (74,9% mais precisamente).

Nesta dose o B-cariofileno (70mg/Kg) foi capaz de inibir de forma
significativa a migragdo de leucdcitos totais, com o extravasamento protéico
medido pelo azul de Evans, em ambos os estimulos (zimosan e carragenina),
Figuras 27 e 28, respectivamente. A magnitude de inibicdo do B-cariofileno
(70mg/kg) nos dois estimulos (40% CAR e 57% ZIM - porcentagem de inibigdo
do numero total de leucdcitos) foi semelhante a apresentada pelo inibidor de
referéncia, o diclofenaco de sddio (100mg/kg) mostrando, portanto, maior
poténcia. Estes resultados reforcam a hipotese de que a atividade
antiinflamatoria seja devida a fragdo sesquiterpénica, e ainda a forte
contribuigdo o pB-cariolfleno na atividade, uma vez que €& o componente

majoritario da amostra.
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Figura 27. Efeito da B-cariofileno (t-car) na pleurisia induzida por zimosan em
camundongos. O t-car (70 mg/Kg) e o diclofenaco de sédio (DS —
100 mg/Kg)) foram administrados p.o. 1h antes do zimosan (ZIM;
100ug/cavidade) e o fluido pleural foi coletado 4h apds o estimulo
para avaliar o efeito do p-cariofileno sobre o numero total de
leucdcitos  (A), principalmente neutréfilos (B) e sobre o
extravasamento de azul de Evans (C) . ** e * indicam P<0,05
quando comparado ao grupo controle ndo estimulado com salina ou
ao grupo estimulado com zimosan, respectivamente.
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Figura 28. Efeito da p-cariofileno (t-car) na pleurisia induzida por carragenina
em camundongos. O t-car (70mg/Kg) e o diclofenaco de sédio (DS
— 100 mg/Kg)) foram administrados p.o. 1h antes da injecéo i.t. da
carragenina (CAR; 300ug / cavidade) e o fluido pleural foi coletado
4h apos o estimulo para avaliar o efeito do B-cariofileno sobre o
numero total de leucdcitos (A), principalmente neutréfilos (B) e
sobre o extravasamento de azul de Evans (C). *** e * indicam
P<0,05 quando comparado ao grupo controle ndo estimulado com
salina ou ao grupo estimulado com carragenina, respectivamente.
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Uma vez confirmado o efeito antiinflamatério da fracdo volatil da
copaiba fez-se necessario uma analise farmacologica mais detalhada. A
significativa acgao inibitéria observada para a fracdo volatii na dose de
100mg/Kg indicou um ponto de partida para determinar as doses que seriam
usadas na analise de uma curva dose-resposta de forma que fosse encontrada
a menor dose capaz de inibir 50% da resposta inflamatéria a DE 50 (dose
efetiva a 50%). Na Figura 29 estdo representados os resultados da avaliagao
da curva dose-resposta da fragcdo, onde foi observada a atividade
antiinflamatoéria da FV nas concentracbes de 1,6; 3,2; 6,2; 12,5; 25; 50 e
100mg/Kg.

A partir da dose de 12,5mg/Kg foi observada uma significativa inibigao
na migragao de neutrofilos, sendo o efeito maximo de inibicdo observado entre
50 e 100 mg/Kg, estes resultados sugerem que a dose efetiva para o efeito

antiinflamatério desejado estaria na faixa entre 12,5 e 100mg/Kg.
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Devido ao reduzido numero de publicagbes relatando a atividade
antiinflamatadria da oleorresina de copaiba (BASILE et al., 1988; FERNANDES;
PEREIRA; PAULO 1992; WOISKY, 2001; VEIGA JR. et al., 2001), para fins
comparativos, avaliamos a oleorresina em diferentes concentragdes, nas
mesmas condi¢cdes experimentais utilizadas para FV.

Os resultados obtidos neste experimento estdo representados na
Figura 30 e demonstraram que a oleorresina apresentou uma inibigao
significativa a partir de 50 mg/Kg, no acumulo de leucdcitos totais, sendo
principalmente evidenciada pela migracédo de neutréfilos. No extravasamento
protéico, um efeito inibitorio estatisticamente significativo foi observado a partir
da dose de 25 mg/Kg. Doses acima de 50mg/kg apresentaram respostas

similares.
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Figura 30. Avaliacdo da curva dose-resposta da oleorresina (OB) na pleurisia
induzida pela
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E importante enfatizar que a oleorresina utilizada no presente estudo
apresenta um alto teor de sesquiterpenos (75%), sendo o B-cariofileno seu
componente mais abundante (Tabela 1), o que sugere que a resposta
antiinflamatoria observada na oleorresina, tenha uma grande contribuicdo da
fracao volatil.

Por analise de regressdo nao-linear da curva dose-resposta, onde foi
analisado o efeito (numero total dos leucdcitos) pelo logaritimico da doses
(Figura 31), usadas no estudo, foi calculada a DES50. A fragcdo volatil

apresentou uma DE 50 de 32mg/Kg.

=
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-
<

(6]
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Leucdécitos Totais
(x 10°®/cavidad e)

0 I I I I L}
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

FV (Log) mg/Kg

Figura 31. Representacdo grafica do numero de leucécitos totais pelo
log da concentragao de diferentes doses da fragao volatil.
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Apos a determinacédo da DE5O0, foi avaliada a resposta antiinflamatoria
na pleurisia aguda (4h) induzida por zimosan ou carragenina (agudo 4h e tardio
48h), da FV e da MFV na dose de 32mg/Kg, como apresentado nas Figuras 32
e 33 respectivamente.

Em ambos os estimulos, tanto a microcapsula MFV quanto FV,
administradas 1 hora antes dos estimulos, foram capazes de inibir de forma
similar o acumulo de leucdcitos como a exudagao avaliados 4 horas apds o
estimulo. Entretanto, na resposta tardia da carragenina (48h) os resultados de
ambas as amostras foram menos efetivos (magnitude) que o padréo de
referéncia (diclofenaco de sédio) (Figura 34).

O B-cariofileno (32mg/kg) inibiu significativamente a migragéo celular e
o extravasamento protéico, em relacdo ao grupo controle estimulado com
zimosan (Figura 32). A intensidade da resposta com 32mg/kg foi similar a
obtida com 70mg/kg de B-cariofileno e 100mg/Kg de diclofenaco de sodio
(Figura 27 e 23), confirmando a hip6tese de que este sesquiterpeno seja o
principal responsavel pela atividade antiinflamatéria da fragao volatil.

Uma vez confirmada a atividade antiinflamatéria da fragao volatil (FV)
in vivo e sendo essa atividade atribuida a presenga do B-cariofileno na fragcéo
volatil, avaliou-se a agédo do B-cariofileno e da FV sobre a produ¢do do 6xido
nitrico por macréfagos murinos in vitro. Macréfagos murinos peritoneais foram
incubados por 24 horas com diferentes concentragdes (0,5; 5; 50 e 500 ug/mL)
de FV e B-cariofileno para avaliagao da citotoxicidade; em seguida, a maior
concentragdo nao citotoxica de cada amostra (FV e B-cariofileno) foi avaliada
sobre a producdo do oxido nitrico. Foi observado que a FV apresentou

citotoxicidade 80% na concentracdo de 500 pg/mL (dados ndo mostrados).
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Como observado na Tabela 4 a FV foi capaz de inibir 25% da produg¢ao do NO
na concentragdo de 50 pg/mL enquanto que o B-cariofileno inibiu 67% da

producdo do NO na concentragédo de 500 ug/mL.
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Leucodcitos Totais
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Figura 32. Efeito da microcapsula contendo a fragado volatii (MFV —
32mg/Kg), da fracao volatil ndo encapsulada (FV - 32 mg/Kg)
e do B-cariofileno (t-car 32mg/Kg) sobre o recrutamento de
leucdcitos induzido por zimosan (A e B) e na exudagao proteica
(C). MFV, FV, t-car, diclofenaco de sédio (DS) e a salina (SAL)
foram administrados p.o. 1h antes do zimosan (ZIM;
100ug/cavidade2 e o fluido pleural foi coletado 4h apds o
estimulo. *** e ” indicam P<0,05 quando comparado ao grupo
controle ndo estimulado com salina ou ao grupo estimulado
com zimosan, respectivamente.
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15+ A
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SAL CAR DS MVZ MFV FV

32 mg/Kg

10.0

Neutroéfilos
(xloelcavidade)

SAL CAR DS WMVZ MRV FV

32 mg/Kg

Azul de Evans
(pg/cavidade)

SAL CAR DS MVZ MFV FV

32 mg/Kg

Figura 33. Efeito da microcapsula contendo a fragao volatil (MFV-32mg/Kg) e
da fragdo volatii ndo encapsulada (FV-32mg/Kg) sobre o
recrutamento de leucdcitos induzido por carragenina (A e B) e na
exudacgao proteica (C). MFV, FV, e o diclofenaco de sddio (DS)
foram administrados p.o. 1h antes da carragenina (CAR;
300u%/cavidade) e o fluido pleural foi coletado 4h apds o estimulo.
*** e " indicam P<0,05 quando comparado ao grupo controle nao

estimulado com salina ou ao grupo estimulado com carragenina,
respectivamente.
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Leucécitos Totais
(x10%/cavidade)
Neutréfilos
(x106/cavidade)

0
SAL CAR DS MVZ MFV FV SAL CAR DS MVZ MFV FV

32 mg/Kg 32 mg/Kg

10.0~ 107

D

0.84
7.5+

0.64
5.0
0.4+

Mononucleares
(x106/cavidade)
Eosinéfilos
(x106/cavidade)

2.5+

0.0- .
SAL CAR DS MVZ  MFV FV SAL CAR DS MVZ MRV FV

32 mg/Kg 32 mg/Kg

Azul de Evans
(ng/cavidade)

SAL CAR DS MVZ MRV FV

32 mg/Kg

Figura 34. Efeito da microcapsula contendo a fragao volatil (MFV), e da fragcao
volatil ndo encapsulada (FV) sobre o recrutamento de leucécitos
induzido por carragenina (A - D) e na exudacao proteica (E). MFV,
FV, e o diclofenaco de sodio (DS) foram administrados p.o. 1h
antes da carragenina (CAR; 300ug/cavidade) e o fluido pleural foi
coletado 48h apds o estimulo. *** e * indicam P<0,05 quando
comparado ao grupo controle ndo estimulado com salina ou ao
grupo estimulado com carragenina, respectivamente.
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Tabela 4 - Avaliagao do efeito do B-cariofileno e da fragao volatil sobre a
viabilidade celular e sobre a producdo de Oxido nitrico in

vitro.
% Viabilidade Producédo O. N.
Amostra Concentragdo -
celular (% Inibicéo)
-cariofileno 500 png / mL 100 67
Fracao Volatil 50 ug / mL 100 25

Nossos resultados confirmam a atividade antiinflamatéria da
oleorresina de copaiba, ja descrita por Woisky (2001), Basile et al. (1998) e
Fernandes et al. (1992), em edema de pata induzido por carragenina, cujas
respostas mais intensas, descritas pelos dois ultimos grupos de pesquisadores
foram obtidas utilizando 1,26mL/kg e 500mg/kg respectivamente. Veiga Jr. et
al. (2001) demonstraram que a oleorresina inibiu significativamente o edema de
pata induzido por carragenina em doses de 30 mg/Kg, e sugerindo ainda que a
fracdo de hidrocarbonetos sesquiterpénicos seja a que mais contribui para a
atividade antiinflamatéria, apesar de ndo apresentarem estes dados. Estes
autores relataram ainda que a atividade antiinflamatéria variou tanto com os
diferentes tipos de olerresina, como com o agente flogistico utilizado na
inducao.

Em nosso estudo, o edema induzido tanto por carragenina quanto por
zimosan apresentou os melhores resultados de inibicdo, pela a oleorresina, na
dose de 100mg/kg. Portanto, as diferencas nas doses entre nossos resultados
com os descritos na literatura, podem ser atribuidas a diferengas na
composicado relativa das oleorresinas. Isto fica mais evidenciado quando

demonstramos que a inibicdo da atividade na dose de 32mg (DE50) foi
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semelhante tanto na fragdo volatili quanto no pB-cariofileno, sugerindo a
relevante participagdo deste sesquiterpeno na atividade antiinflamatoria
observada na fragéo volatil. Os resultados de Martin et al. (1993), com o -
cariofileno no edema de pata induzida por carragenina, corroboram nossos
dados. Neste trabalho, os autores demonstraram que a atividade
antiinflamatéria esta relacionada ao p-cariofileno, também componente
majoritario (30%) do oleo essencial de Bupleurum fruticescens, demonstrando
ainda que, em doses de 150 e 300mg/Kg, o B-cariofileno inibiu tanto quanto o
Oleo essencial em doses de 1000mg/Kg.

Estas diferengcas reforcam a necessidade de investigagdes na busca
de um marcador bioldgico para produtos de origem natural. Ainda que alguns
autores como Lahlou (2004) e Gilbert (2003) tenham descrito que a atividade
biolégica de O6leos essenciais deva ser atribuida tanto aos componentes
majoritarios, quanto aos minoritarios presentes na composi¢ao aromatica, a
busca pelo componente que apresente a atividade biolégica atende tanto a
necessidade da regulamentagao do produto (fitoterapico), como garante maior
seguranga e controle na eficiéncia destes produtos, além de possibilitar
comparacoes.

No caso da fracdo volatili da oleorresina de copaiba, a avaliacéo
farmacoldgica realizada foi uma etapa inicial para a identificagdo e confirmagao
da atividade antiinflamatdria. Os processos inflamatoérios induzidos pelos dois
estimulos (zimosan e carragenina) apresentaram sinais semelhantes: acumulo
de leucdcitos e migragcao de neutrofilos e extravasamento protéico, porém os
mediadores envolvidos nestas respostas sao diferentes. A pleurisia induzida

por carragenina € mediada pela liberagdo de bradicinina e prostaciclina
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(PGE2), que levam a formacédo do edema, enquanto a pleurisia induzida por
zimosan apresenta degranulagao imediata de mastdcitos e ativagdo do sistema
complemento, seguido do aumento do fator de agregacao plaquetaria. No
entanto, em ambos modelos, o TNF-a (fator de necrose tumoral o), IL-1
(interleucina), IL-6 e citocinas aparecem no exudato causando um sistema de
quimio-atragdo para os neutroéfilos (OH-ISHI, 2000).

Os resultados de inibicdo da fragdo volatil e do B-cariofileno foram
muito similares em magnitude aos encontrados para o diclofenaco de sédio, um
potente antiinflamatério nao-esteroidal, inibidor da enzima ciclooxigenase,
impedindo a formagdo de protaglandinas. Esta similaridade sugere que a
fracdo volatil e o B-carifileno atue inibindo a cascata do acido araquiddnico.
Porém, com os dados obtidos até o momento nao nos € possivel descrever seu
mecanismo de agao.

Recentemente, Baylac & Racine (2003) descreveram uma significativa
inibicdo da 5-lipoxigenase por método in vitro, tanto para a oleorresina de
copaiba quanto para o p-cariofileno, sugerindo que o mecanismo de agéo esta
relacionado com o metabolismo do acido araquidbnico, porém inibindo a
formacéao de leucotrienos.

Outra hipétese de acgdo do B-cariofileno é a inibicdo da produgédo do
oxido nitrico, uma vez que este composto foi capaz de inibir o 6xido nitrico
produzido por macréfagos murinos in vitro. Macréfagos desenvolvem um
significante papel em doengas inflamatérias por produzir mediadores
inflamatoérios como NO, TNF-a, IL-1B, IL-6, PGE. Embora o o6xido nitrico e
citocinas proé-inflamatérias estejam envolvidos na defesa do organismo a

hospedeiros, sua produgéo contribui para a patogénese de varias doengas. A
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inibicdo destes mediadores previne ou suprime varias doencas inflamatérias
(COKER ;LAURENT, 1998; ISOMAKI; PUNNONEN, 1997) .

A inducdo da pleurisia com carragenina ou zimosan induz a produgao
de TNF-a por leucdcitos presentes na cavidade toracica, provavelmente
macrofagos. Macrofagos murinos estimulados in vitro com LPS induzem a
producado de TNF-a (dados ndo mostrados) que também estimula a produgao
de o6xido nitrico (MONCADA; PALMER; HIGGS,1991; SAUTEBIN, 2000).

Como demonstrado nos resultados do presente trabalho, o -
cariofileno foi capaz de inibir tanto a pleurisia por zimosan quanto por
carragenina, além de inibir a produgdo de 6xido nitrico in vitro. Estes dados
sugerem que o B-cariofileno também poderia estar envolvido com a agao do
TNF-a.

Portanto, estes dados nos indicam os primeiros passos a serem dados
na elucidacdo do mecanismo de ag¢ao da fracdo volatil, que serdo alvo dos
proximos estudos desta avaliagao.

A analise conjunta de nossos resultados e outros ja existentes
demonstra que a oleorresina de copaiba tem atividade antiinflamatoéria, porém
como todo insumo de origem vegetal estda sujeita a variagdes em sua
composicao tanto quali quanto quantitativa, em funcdo da espécie, época de
coleta, tipo de solo, dificultando ou até impedindo sua utilizacdo como insumo
farmacéutico. O processo de fracionamento por nés utilizado possibilitou a
obtencdo da fragao volatil, com composicdo relativa constante, eliminando
assim os inconvenientes da sazonalidade. Esta fragdo mantém a atividade
antiinflamatdria da oleorresina, sugerindo ser a composicdo de volateis os

responsaveis pela atividade, porém tanto a oleoressina quanto a fracao volatil
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sao imisciveis com agua, portanto a administracdo sé é possivel quando
dissolvidas em solvente, ndo permitidos em preparacbes medicamentosas
destinadas ao uso interno. Este inconveniente foi contornado
microencapsulando a fragao volatil, na qual a atividade foi preservada, além
disso, o sistema microencapsulado por si pode ser utilizado como forma
farmacéutica ou ser intermediaria na preparagao de outras.

O proposito deste estudo foi avaliar de modo racional e sistematizado
a utilizacdo da olerressina de copaiba, em funcdo de sua descricdo como
fitoterapico de uso popular.

Estudos citados na literatura com a oleoresina descrevem a atividade
antiinflamatodria, confirmando o uso popular desta. Entretanto, ha grande
variabilidade nas amostras utilizadas nestes estudos (6leos comerciais,
oleoresina de diferentes espécies sem caracterizagdo quimica), dificultando a
padronizacado e a determinagdo ou mesmo indicagdo dos compostos
responsaveis pela atividade.

Esta complexidade e variabilidade de componentes é um dos
principais entraves na padronizacdo de um fitoterapico, sendo muitas vezes a
etapa limitante de seu desenvolvimento.

Com estes dados optou-se por fracionar a olerresina na tentativa de
homogeneizagdo e padronizagdo de uma de suas fragoes. Neste aspecto em
particular, a oleoresina de copaiba apresentou uma grande versatilidade em
funcdo de sua composigao ser exclusivamente de sesquiterpenos e diterpenos,
o que favoreceu o fracionamento em uma unica etapa utilizando uma técnica
simples e convencional. O fracionamento permitiu eliminar uma parte dos

efeitos da variagao sazonal, bem como a obtencdo de um “insumo” de facil
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caracterizacao e quantificacdo. O que é sem duvida uma etapa determinante
na qualificacdo de um produto para o desenvolvimento farmacéutico.

A avaliacéo da atividade farmacoldgica desta fragcéo volatil apresentou
uma atividade antiinflamatéria superior a da oleorresina e a do padrao de
referéncia utilizado (diclofenaco de sddio), apresentando uma poténcia cerca
de duas vezes maior. O B-cariofileno principal constituinte da fragcao volatil
mostrou um efeito inibitorio semelhante ao encontrado para a fragao volatil,
sendo portanto, fortemente indicado como marcador biolégico da fragao volatil
para esta atividade.

A etapa seguinte foi a veiculacdo desta fragdo em preparagdes
farmacéuticas. Por tratar-se de uma mistura instavel altamente volatil optou-se
pelo microencapsulamento em um polimero hidrossoluvel. Este processo
possibilita o aprisionamento da fracdo transformando-a em forma sdlida,
passivel de administragao por via oral.

O encapsulamento com a goma arabica mostrou alta retengcdo da
fracdo no sistema envoltério formado e a atividade com este sistema foi
preservada na mesma intensidade da obtida com a fragao volatil. Entretanto,
quando submetida a condigdes de estresse térmico com elevada umidade, o
sistema reduziu, porém nao impediu oxidacdo quando comparada a fracéo
volatil livre.

Assim demonstramos a viabilidade de obtengcdo de um insumo
farmacéutico, a partir da oleorresina de copaiba, e o processamento deste em
uma forma farmacéutica, porém para chegar a um medicamento uma soma

substancial de trabalho ainda é necessaria.
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Estes resultados ilustram o caminho a ser percorrido pela ciéncia na
geragcao do conhecimento e para utilizagdo deste, no desenvolvimento
tecnolégico de fitoterapicos. Para tal € necessario estudos multidisciplinares
envolvendo universidades e institutos de pesquisa “iniciativa privada ou n&o” na
busca conjunta da formagédo e qualificagdo de recursos humanos, que
contribuam para a transformacdo da ciéncia em processo ou produto
tecnoldgico.

Esta € uma necessidade emergente, uma vez que apesar de sermos
consideramos o0 bergco da biodiversidade mundial, ainda sdo escassos 0s
fitoterapicos genuinamente nacionais. Comprovando a necessidade de se
buscar alternativas viaveis que transforme esta biodiversidade em economia

sustentavel.
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O sonho ndo acabou. Abro os olhos,

““A jornada comeca agora’, penso. E sorrio...

Carlos Ribeiro

Conclusoes
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5. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

Utilizando processos simples foi possivel obter, com bom rendimento
(14,3%), a fragao volatil da oleorresina de copaiba.

Os procedimentos utilizados possibilitaram a padronizagao da fragao volatil,
eliminando as variagbes sazonais da oleorresina.

O principal constituinte da fragao volatil foi o B-cariofileno, pode ser utilizado
como marcador quimico na fracao volatil.

A fracao volatil da olerresina apresentou efeito inibitério na pleurisia induzida
por zimosan e carragenina em dose duas vezes menores que o farmaco de
referéncia (diclofenaco de sédio), apresentando uma DE50 de 32mg/Kg.

O pB-cariofileno, mostrou ser o principal constituinte responsavel pela
atividade antiinflamatéria, podendo ser indicado como marcador biolégico da fragéo.

O processo de microencapsulamento por spray-drying, utilizando goma
arabica foi eficiente, com rendimento médio de 96%.

Foram obtidas microcapsulas do tipo reservatério, na forma esférica, com
tamanho ente 1 e 25 um e parede integra.

A fracdo microencapsulada apresentou o mesmo efeito inibitério observado
para a fracdo volati ndo encapsulada, demonstrando a eficiéncia da forma
farmacéutica utilizada.

A goma ardabica foi eficiente na retengcao e preservagdo da integridade
quimica da fragao volatil durante o processo de secagem.

No ensaio de envelhecimento acelerado das microcapsulas, o processo

oxidativo do cariofileno foi reduzido, porém nao eliminado.
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Os resultados como um todo demonstram, que a fragcdo volatil
microencapsulada tem potencial uso na obtencdo de um medicamento com agao

antiinflamatoria.
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