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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Consideracdes sobre 6leos essenciais

A historia do desenvolvimento das civilizages oriental e ocidental é rica
em exemplos da utilizacdo de recursos naturais, tanto na medicina como no
controle de pragas e em mecanismos de defesa, com destaque para a
civilizacdo Egipcia, Grecoromana e Chinesa. Sendo que a Medicina Tradicional
Chinesa desenvolveu-se com grandiosidade e eficiéncia. Nos tempos atuais,
muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdo estudados visando o
entendimento de seu mecanismo de acéo e isolamento dos principios ativos®.

Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial empregam
frequentemente as medicinas indigenas ou tradicionais em suas necessidades
primarias de saude, especialmente aquelas que se utilizam de terapias que
envolvem o uso de fitoterapicos”.

Dentre os produtos naturais empregados em abordagens terapéuticas,
0s Oleos essenciais (OE), utilizados frequentemente na aromaterapia, séo
descritos como produtos com grande potencial terapéutico e farmacol6gico®.

Paracelso introduziu o termo Oleo essencial durante a Renascenca e
este designava “a alma da planta”, a quintesséncia para a cura. Anteriormente
a este periodo, Roma apos invadir territérios, como o Egito, disseminou 0 uso
de plantas aromaticas em banhos, sendo que 0os romanos chegaram a ter mais
de 1000 casas de banho por volta de 753 a.C.°%".

A histéria da pesquisa de Oleos Essenciais no Brasil remonta aos
trabalhos de Theodor Peckolt, farmacéutico originario da Silésia alema (atual
Pol6nia), que chegou ao Brasil em 1847°. Pinto estudou e publicou vasta
literatura sobre a flora brasileira (cerca de 170 trabalhos), a maioria em
periédicos alemées, incluindo dados sobre rendimento e composi¢cdo de 6leos
essenciais®,

Os oOleos essenciais podem apresentar uma mistura de 20 a 60
componentes em diferentes concentra¢des, sendo que destes, dois ou trés

compostos podem ser considerados majoritarios por estarem presentes em



altas concentracdes (20 a 70%). Geralmente, estes componentes majoritarios
determinam as propriedades biolégicas do Oleo essencial. Eles incluem dois
grupos de distintas origens biossintéticas, o primeiro grupo € formado por
terpenos e terpenoides e o segundo grupo por fenil propandides, ambos de
baixo peso molecular’. Os primeiros s&do formados pela condensacdo de
unidades de isopreno (C5) que sé@o provenientes da rota biossintética do &cido
mevalbnico ou do fosfato de deoxi-xilulose. Os fenil propandides sao
biossintetizados a partir da rota do acido chiquimico®®. Os terpenos mais
comumente encontrados sdo monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e
diterpenos (C20)’. Quando estes compostos contém elementos adicionais,
usualmente oxigénio, sao denominados terpendides. Os terpendides
representam uma das maiores e mais variadas classes de metabdlitos
secundarios de origem natural, com mais de 55.000 membros j& isolados®..

Na medicina popular, assim como na terapéutica, plantas contendo
derivados terpénicos tém sido usadas como sedativas, tranquilizantes e
anticonvulsivantes. Muitos 6leos volateis possuem uma grande variedade de
atividades farmacolégicas, tais como ansiolitica, anticonvulsivante e
antinociceptiva. Compostos como linalool, limoneno e citronelol possuem agéo
anticonvulsivante, enquanto mentol e mirceno, atividade analgésica. Muitos
derivados monoterpénicos tém demonstrado atividades sobre o SNC, incluindo
sedativa, antinociceptiva e antidepressiva®* 3342

Possui grande aplicacdo na perfumaria, cosmética, alimentos e como
coadjuvantes em medicamentos. Sao empregados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composicfes farmacéuticas
e orais e comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo
substéancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol, que
sdo terpendides’®%.

As plantas aromaticas, bem como 0s respectivos 6leos essenciais, sao
utilizadas desde o inicio da histéria da humanidade para saborizar comidas e
bebidas; empiricamente usadas para disfarcar odores desagradaveis; atrair
outros individuos e controlar problemas sanitarios, contribuindo também para a
comunicacdo entre os individuos e influenciando o bem-estar dos seres
humanos e animais, demonstrando assim uma antiga tradicdo sociocultural e

socioecondmica da utilizacdo destes produtos®?.



As propriedades farmacoldgicas atribuidas aos OE sao diversas e
algumas séo preconizadas por apresentarem vantagens importantes, quando
comparadas a outros medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade,
que os torna ideal para uso em nebulizagcbes, banhos de imersdo ou
simplesmente em inalacdes. A volatilidade e o baixo peso molecular de seus
componentes, possibilitando assim que eles sejam rapidamente eliminados do
organismo através das vias metabdlicas®.

Com o descobrimento e a elucidacao das centenas de componentes dos
Oleos essenciais nas ultimas décadas, pode se entender a complexidade e a
enorme diversidade que existe neste grupo de produtos naturais, o qual
consiste normalmente de mono (C;,) e sesquiterpenos (C;s), fenilpropenos e
outros componentes volateis?.

A capacidade citotoxica de Oleos essenciais, baseados em sua
capacidade prooxidante, pode fazer deles excelentes antissépticos e
antimicrobianos para uso pessoal, purificar o ar, para higiene pessoal,
inseticida para preservacdo de gréos e estoques de alimentos além do que
alguns Oleos essenciais demonstraram clara capacidade antimutagénica que
pode estar ligada assim a sua atividade anticarcinogénica.

O geraniol, substancia encontrada em algumas composi¢des de 6leos
essenciais demonstrou inibicdo da proliferacdo de células de céancer de
colén,induzindo a membrana destas células a despolarizacao, interferindo nos
canais ibnicos e passagens de sinais.

As propriedades medicinais popularmente descritas sobre o 6leo de
geranio sdo acdo analgésica, regulador das hipossecrecoes androginas e
estrogenas, diurético, hemostatico, repelente de inseto, cicatrizante, indicado
para menopausa, tensdo pré menstrual (TPM), acne, entre outras. Também
foram atribuidas acbes psicolégicas e emocionais como relaxante, porem
reanimador, aliviando a tensdo nervosa, angustia e depressédo. Estas
propriedades s&o importantes para justificar o seu uso na Aromaterapia®’ %%,

Os Oleos essenciais apresentam atividade contra uma ampla variedade
de microrganismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. Os compostos e
suas porcentagens presentes nos OE’s variam de acordo com a espécie

considerada, as condicdes de coleta e extracdo, e as partes da planta



utilizadas. Os principais compostos isolados dos 0leos essenciais sdo terpenos
e seus derivados oxigenados, terpenoides, incluindo os compostos fendélicos

A atividade antimicrobiana exercida por terpenos e derivados tem sido
descrita através de pesquisas envolvendo diversas espécies de plantas e
microrganismos testados. Em revisdo sobre o assunto, Greay & Hammer
(2011) cita alguns dos mecanismos por meio dos quais estes compostos atuam
sobre células bacterianas.

Monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da
membrana celular, através da mudanca de potencial da membrana, perda de
material citoplasmatico e inibicdo da cadeia respiratéria. A exposicdo a
terpenos pode interferir com a expressdo de genes codificadores de fatores de
viruléncia, como quando consideradas linhagens de S. aureus produtoras de
enterotoxinas®®, e com a expressdo de proteinas citoplasmaticas e de
membrana em Salmonella entérica®’. Ao investigar a atividade antimicrobiana
de sesqui-e diterpenos isolados da copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) contra
bactérias cariogénicas, Souza et al. (2011) descreveram uma maior eficiéncia
para 0s compostos com apenas um grupo hidrofilico frente aos que
apresentaram dois grupos’”.

O alecrim (Rosmarinus officinalis) é adicionado aos alimentos com a
finalidade de se acrescentar sabor e aumentar a validade dos alimentos, além
do uso medicinal em prevencédo e curas de afeccdes diversas, como falta de
apetite, asma, tonsilite, obstrucdo nasal e constipacdo. Constituido
essencialmente por monoterpenos, o 6leo essencial de alecrim apresenta
potencial atividade antifUngica e inibitéria sobre o crescimento de bactérias
Gram-negativas, e principalmente, Gram positivas®.

Baccharis dracunculifolia, conhecida como alecrim do campo ou
vassoura, € um arbusto nativo do Brasil, produtor de uma grande variedade de
metabdlitos secundarios, muitos destes coletados e utilizados por abelhas da
espécie Apis melifera na elaboracdo da consagrada prépolis verde brasileira.
Tanto a propolis quanto os derivados vegetais (extratos e Oleo essencial) do
alecrim do campo séo reconhecidos medicinalmente por suas acles
antiulcerogéncia, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antifungica,
anestésica, hipotensiva, imunoestimuladora e citostatica. Assim como ocorre

com o alecrim do campo, as resinas e exsudatos de assa peixe (Vernonia
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polyanthes) também sdo coletados por abelhas e utilizados na sintese da
propolis negra, originaria do estado de Minas Gerais. Na medicina popular, esta
espécie € empregada no tratamento de reumatismo, bronquite, tosse, gripe,
pneumonia, febres, maléaria, hipertensao, entre outros®.

O 6leo essencial obtido das inflorescéncias do cravo da india
(Caryophyllus aromaticus) €é empregado tradicionalmente com varias
finalidades, incluindo produtos para higiene bucal, acdo antisséptica,
analgésica, antifingica, antialérgica anticarcinogénica, mutagénica, inseticida e
antibacteriana. O eugenol é o principal componente isolado do OE de cravo,
sendo a ele atribuida a atividade antimicrobiana descrita por este 6leo, sendo
que alguns trabalhos sugerem seu uso como conservante natural de

alimentos®.



1.2 Consideracdes sobre o Limoneno

O Limoneno (Figura I) € um monoterpeno com férmula molecular CioH16
monociclico faz parte da estrutura de mais de 300 vegetais®. Os dois
enantibmeros do Limoneno sdo 0s mais abundantes monoterpenos na
natureza. S-(-)-limoneno é principalmente encontrado em uma variedade de
plantas e ervas como Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno € o componente
majoritario dos 6leos das cascas de limdo e laranja e do 6leo essencial de
alcaravia, sendo a prevencao da desidratacdo e a inibicdo de crescimento

microbiano suas fun¢des naturais nos vegetais®.
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Figura I|. Estrutura quimica do R (+) limoneno e do S-(-)-limoneno

No caso dos 6leos essenciais dos citricos em geral, 0 R-(+)- limoneno é
seu componente mais expressivo, atingindo concentracdes de 90 a 96%°°.
Aproximadamente 50 mil t de R-(+)-limoneno sédo recuperadas ao ano como
subproduto da industria citrica mundial*®**,

Segundo Lima et al., (2013), o Limoneno administrado por via inalatoria
demonstrou efeito ansiolitico indicando que esse componente pode ser
utilizado para esse fim em tratamentos de aromaterapia.

Este terpeno esta listado no Code of Federal Regulation dos EUA como
uma molécula segura para ser usada como flavorizante. Em média, uma
pessoa de 60 kg dos EUA ingere cerca de 16,2 mg de d-limoneno por dia na
alimentacao *’. O consumo de doses diarias deste terpeno por mais de um ano

em humanos, apresentou baixissima toxicidade’®. Além disso, este composto é



rapidamente e quase que completamente absorvido pela via oral tanto em
humanos quanto em animais experimentais®. A DLs, (doseletal capaz de
causar mortalidade em 50% dos animais) de d-limoneno em ratos machos e
fémeas é de 4,4 e 5,1 g/kg, respectivamente®. Estes dados comprovam,
portanto, a baixa toxicidade deste composto em ensaios in vivo. Testes em
animais também tém comprovado a eficacia do d-limoneno contra varios tipos
de cancer como os de mama, adenoma pulmonar, figado e gastrico’®.
Gerhauser e colaboradores (2003)** e Wei & Shibamoto (2007)%
demonstraram que d-limoneno possui comprovada acéo antioxidante ao inibir a
expressao das espécies reativas ao oxigénio (ERO) em ensaios in vitro.

Lieshout et al., (1998)** demonstraram que o d-limoneno foi capaz de
aumentaros niveis de glutationa S-transferase (GST), enzima com atividade
antioxidantee anticancer. Souza et al., (2003)" e Toro-Arreola et al. (2005)"®
comprovaram que o Limoneno também tem comprovada atividade
antiasméatica, pois diminuiu o infiltrado inflamatério periovascular e
periobronquiolar em ratos asmaticos®.

Moraes e colaboradores (2009) demonstraram que o Limoneno
apresentaram atividade gastroprotetoras frente a Ulceras gastricas induzidas
por AINE.

As plantas do género Citrus foram anteriormente estudas em relacéo a
atuacdo no sistema nervoso central e suas propriedades ansiolitica e
antidepressiva foram comprovadas, essas atividades farmacologicas séao
atribuidas ao Limoneno, monoterpeno majoritario presente no 6leo essencial
extraido das plantas deste género®®%% O Limoneno é geralmente separado
do Oleo essencial obtido no suco de laranja pela sua baixa solubilidade em
dgua, alta tendéncia a autoxidacdo e polimerizacdo, tornando-se um
subproduto industrial adequado para bioconversdes a compostos de alto valor
comercial.

Em 2000, Larsen et al publicaram uma pesquisa envolvendo os dois
enantibmeros do Limoneno com intuito de saber os seus efeitos sobre o trato
respiratorio. Os resultados obtidos demonstraram que os dois ndo promoveram
irritacdo pulmonar, porém, induziram um ligeiro efeito broncoconstrictor®.
Pesquisas realizadas 2009 mostraram que o Limoneno possui uma acao

promissora na prevengdo de danos gastricos, pois ocorre um aumento na
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producdo de muco gastrico induzida pela conservacao dos niveis basais de
PGE2*. Em outro estudo, em 2010, comprovou a acdo gastroprotetora do
Citrus lemon (Rutaceae) que possui como um dos compostos majoritarios o
limoneno®. Estudos publicados em 2012 mostram que 0 R (+)-limoneno inibiu
0 estresse oxidativo, a via de sinalizacdo Ras e a inflamacao exibindo efeitos
quimiopreventivos sobre a reducédo de tumores induzidos na pele animais®.

Pesquisas em nivel de SNC mostraram que o R(+)-limoneno quando
administrado intraperitonealmente apresentou atividade antinociceptiva e que
esta atividade provavelmente pode estd ligada a analgesia periférica sem
acontecer & estimulacdo de receptores®.

Dessa forma, a obtencdo de uma emulsdo preparada a partir do
Limoneno enquadra-se como produto fitoterapico e seria de grande valia em

virtude dos beneficios que esse 6leo essencial pode trazer a populacéo.



1.3 Consideracdes sobre o uso de fitoterapicos no Brasil

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) constatou que praticas néo
convencionais de salde, tais como acupuntura, fitoterapia e técnicas manuais
estdo em desenvolvimento, ganhando espaco de modo complementar as
terapias medicamentosas alopaticas>?.

Para grande parte da populacdo o uso de plantas medicinais é visto
como uma integrativa histérica a utilizagcdo de medicamentos sintéticos, visto
que os Ultimos sdo considerados mais caros e agressivos ao organismo. A
disseminacdo do uso de plantas medicinais, assim como a automedicacao
deve-se principalmente ao baixo custo e facil acesso a grande parcela da
populacéo®?.

Visando o custo de desenvolvimento dessa categoria de produtos, 0s
paises subdesenvolvidos como o Brasil oferecem integrativa terapéutica
bastante promissora para a populacdo. O pais é visto em destaque por possuir
um terco da flora mundial, além de ser a Amazdnia a maior reserva de produtos
naturais com acao fitoterapica do planeta. Esta intensa presencga vegetal faz
com que as pesquisas e 0 proprio desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos possam ocorrer como destaque no cenario cientifico mundial®.

No pais, existem iniciativas do governo para valorizacdo do
conhecimento popular e da utilizacdo de produtos naturais pela populacdo em
seus cuidados primarios de saude. O Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos € um importante exemplo, sendo que este tem como base os
fundamentos da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, tendo
como principios orientadores: a ampliacdo das opc¢fes terapéuticas e melhoria
da atencdo a salde aos usuarios do Sistema Unico de Saude — SUS, bem
como o0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira, a valorizacdo e
preservacdo do conhecimento tradicional das comunidades e povos
tradicionais, entre outros'®. Segundo Barros e Nunes (2006)°, as terapias
naturais no Brasil sdo norteadas pelo pensamento de que uma forma de
medicina ndo é oposta ou contraria a outra.

O Ministério da Saude através da Portaria n® 971 de 3 de maio de 2006
disponibiliza opgbes terapéuticas e preventivas aos usuarios do SUS, dentre

elas o uso de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos além de afirmar,
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baseado em levantamento realizado em 2004, que 116 municipios de 22
estados brasileiros fazem uso da fitoterapia™.

Portanto, os tratamentos medicinais de origem vegetal sdo amplamente
utilizados no Brasil como integrativa terapéutica, em destaque por agueles que
estdo em tratamento de doencas cronicas e fazendo uso de outros
medicamentos?,

Segundo a RDC No- 26, DE 13 DE MAIO DE 2014, sao considerados
produtos tradicionais fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas
em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e
que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico
para fins de diagnéstico, de prescricdo ou de monitorizacao.

Segundo a Resolucéo Diretoria Colegiado (RDC) n° 02, de 15 de janeiro
de 2007', os 6leos essenciais sdo produtos volateis de origem vegetais
obtidos por processos fisicos, tais como destilagdo por arraste com vapor de
agua, destilacdo a pressao reduzida ou outro método adequado. Podem ser
extraidos de caules, flores, frutos e raizes de diversas espécies vegetais
possuindo diferentes aplicacdes’’.S80 compostos principalmente de mono e
sesquiterpenos e de fenilpropandides, metabdlitos que conferem suas

caracteristicas organolépticas.
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RESUMO

Durante os ultimos anos o Ministério da Saude tem disponibilizado
opcOes terapéuticas e preventivas aos usuarios do SUS, dentre elas 0 uso de
plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos. Os 6leos vegetais naturais
apresentam inuUmeras vantagens para uso terapéutico, como baixa toxicidade,
elevada biodegradabilidade, e sdo renovaveis quanto a disponibilidade em
relacdo aos derivados do petroleo que séo finitos, dentre esses 6leos temos o
limoneno que apresenta vérias atividades dentre elas a funcdo de
gastroprotetora frente a Ulceras gastricas induzidas por drogas anti-
inflamatdrias ndo esteroidais bem como atividades anti-inflamtorias, bem como
atividade antimicrobiana, antifingica, antitumoral e antiparasitaria. O
desenvolvimento de sistemas terapéuticos lipidicos torna-se necesséario com o
objetivo de se obter uma forma farmacéutica tecnicamente mais elaborada e
com maior seguranca em relacdo a utilizacdo do limoneno puro. Neste
contexto, surgem as emulsdes que sdo sistemas termodinamicamente instaveis
formados por goticulas microscopicas, dispersas dentro de outro liquido com
polaridades diferente entre si, estabilizado por um ou mais tensoativo. O estudo
das condi¢cdes oOtimas de equilibrio da proporcdo de tensoativo usado no
sistema para estabilizar a fase interna dentro de um sistema emulsionado
corresponde ao Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico(EHL). As emulsdes foram
preparadas pelo método da temperatura com inversao de fase, onde foram

pY

obtidos dois lotes de 14 emulsGes, um lote armazenado a temperatura
ambiente e outro a 5°C, entdo foram caracterizadas quanto a estabilidade
longo e curto prazo. A formulagéo 7 contendo Limoneno foi considerada a mais
estavel, com valor de EHL de 10,7.

Palavras chaves: Emulsdes, Limoneno, EHL, Estabilidade
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ABSTRACT

In recent years the Ministry of Health has provided therapeutic and
preventive options to users of SUS, among them the use of medicinal plants
and herbal medicines. Natural vegetable oils have many advantages for
therapeutic use, such as low toxicity, biodegradability, and are renewable for
availability in relation to petroleum that are finite, among these oils have
limonene which features various activities among them gastroprotective function
front of gastric ulcers induced by anti-inflammatory drugs nonsteroidal anti-
inflamtorias and activities as well as antimicrobial, antifungal, antitumor and
anti-parasitic. The development of therapeutic lipid systems becomes
necessary in order to obtain a more technically elaborate pharmaceutical form
and greater safety for the use of pure limonene. This raises the emulsions are
thermodynamically unstable systems comprised of microscopic droplets
dispersed in another liquid having polarities different from each other, stabilized
by one or more surfactant. The study conditions for the optimal balance of the
proportion of surfactant used in the system to stabilize internal phase in an
emulsified system corresponds to the hydrophilic-lipophilic balance (HLB). The
emulsions were prepared by the method of temperature with phase inversion,
which were obtained from two batches of emulsion 14, a lot stored at room
temperature and another at 5 ° C were then characterized for long and short
term stability. The limonene-containing formulation 7 was considered the most
stable with HLB value of 10.7.

Key words: Emulsions, Limonene, HLB, Stability
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2.1 INTRODUCAO

Os Oleos vegetais naturais apresentam inlUmeras vantagens para uso
terapéutico, como baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade, e sao
renovaveis quanto a disponibilidade em relacdo aos derivados do petréleo que
s&o finitos®.

Uma das olefinas de fontes renovaveis de maior importancia no Brasil é
o Limoneno, terpeno que compde cerca de 90% do 6leo da casca da laranja. O
Brasil € o maior produtor mundial de laranja, com uma producao, entre 2010-
2011, de cerca de 15,33 milhdes de toneladas do fruto, dos quais 89% da
producdo sédo destinadas a producdo de suco, sendo a casca e 0 0leo fixo,
residuos do processo. A parte volatil do 6leo é constituida majoritariamente de
(R)-limoneno (90%). Terpenos como o Limoneno, podem ser submetidos a
reacoes de oxidacdo catalitica nos quais 0s epOxidos sdo 0s principais
produtos, e podem ser utilizados como precursores para uma ampla variedade
de produtos como farmacos, fragrancias e na fabricacdo de biopolimeros e
resinas™.

O oleo essencial Limoneno apresenta varias atividades dentre elas a
funcdo de gastroprotetora frente a Ulceras gastricas induzidas por drogas anti-
inflamatérias néo esteroidais bem como antividade antiinflamtérias®.

Em diversos estudos, o Limoneno e seus derivados apresentam
interessantes atividades farmacol6gicas, tais como: atividade antimicrobiana do
oxido de limoneno e aminas do limoneno, bem como 6leos essenciais contendo
limoneno®, atividade antiflingica do analogo sintético, do 6xido de limoneno™ e
do Oleo essencial, atividade antitumoral do limoneno, do O6xido e seus

derivados™’®*,  atividade ascaricida e inseticida®%**

60,61,3

e atividade
antiparasitaria

O desenvolvimento de sistemas terapéuticos lipidicos torna-se
necessario com o objetivo de se obter uma forma farmacéutica tecnicamente
mais elaborada e com maior seguranca em relacdo a utilizacdo do Limoneno
puro. Neste contexto, surgem as emulsdes que sao sistemas
termodinamicamente instaveis formados por goticulas microscépicas, dispersas
dentro de outro liquido com polaridades diferente entre si, estabilizado por um

ou mais tensoativo*>4¢2!,
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Apresenta-se como o veiculo ideal para diversas aplicacdes cosmésticas
e farmacéuticas (solubilizacdo dos componentes hidro e lipofilicos), além de
outras vantagens como facilidade de absorcdo da pele, biodisponibilidade
elevada, administracdo endovenosa de nutrientes lipidicos, custo reduzido se
comparado as solucdes, consegue mascarar sabor e odor desagradaveis, e
pode ser utilizado para uso interno e externo.

Uma boa emulsdo apresenta goticulas pequenas, lenta agregacao,
facilidade de redispersabilidade e € estavel quimica e fisicamente. A mesma
tém como finalidade tornar possivel a administracdo numa Unica mistura de
substancias hidrossolaveis e lipossoluveis.

De acordo com a natureza da fase externa, continua ou ainda conhecida
como dispersante podem ser classificadas em: emulsdo agua em 6leo (A/O) a
gue contém agua como fase dispersa sob a forma de pequenas particulas
(maior que 0,1 mm) na fase oleosa e 6leo em agua (O/A) a emulsdo composta
pela dispersdo de material oleoso/graxo na fase aquosa®.

Os agentes emulsivos, com propriedade de diminuir a tenséo interfacial
entre o Oleo e a agua, tém papel fundamental na estabilizacdo de emulsdes.
Entretanto estes compostos ndo conseguem diminuir a tensdo interfacial a
ponto de contrariar totalmente a energia livre de superficie provocada pelo
aumento da &rea interfacial®.

Uma emulsdo estavel € aquela cujas goticulas dispersas mantém suas
caracteristicas iniciais e permanecem uniformemente distribuidas por toda a
fase continua. Entretanto, podem ocorrer varios tipos de desvio de desvios
desse comportamento ideal, como consequéncia dos processos de
instabilidade que comprometem o sistema. As emulsbes instaveis se
manifestam das seguintes formas®: floculacéo, onde as goticulas se agregam
em aglomerados frouxos, dentro da emulséo, conservando sua identidade
individual, mas cada aglomerado comporta-se fisicamente como uma unidade
Unica; coalescéncia que é caracterizada por uma larga distribuicdo de tamanho
das goticulas, resultando na separacdo de fases de forma visivel ao olho nu;
creme onde a fase dispersa, conforme sua densidade relativa a fase continua,
sobe até a superficie ou desce até o fundo da emulsdo, formando uma

camada de emulsdo mais concentrada.
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O estudo das condic¢des 6timas de equilibrio da proporcéo de tensoativo
usado no sistema para estabilizar a fase interna dentro de um sistema
emulsionado corresponde ao Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico(EHL). Este
representa um sistema de classificacdo dos tensoativos, tendo como base os
parametros de solubilidade desses compostos em solventes polares e/ou
apolares.

O sistema, introduzido por Griffin em 1949, uma escala numérica
adimensional de valores entre 1 e 20 é usada para descrever a natureza do
agente tensoativo, sendo que os valores de EHL aumentam de acordo com a
hidrofilia da molécula. O equilibrio hidrdfilolipofilo de um tensoativo € uma
propriedade importante no processo de emulsificacdo, posto que determina o
tipo de emulséo que tende a produzir. Agentes emulsivos de EHL baixo tendem
a formar emulsdes agua/dleo, ao passo que aqueles com EHL alto formam
emulsées 6leo/agua’®*®. Portanto, o conhecimento dos valores de EHL permite
predizer o tipo de comportamento esperado do composto, fornecendo desta
forma orientacdo para suas aplicacdes praticas.

Assim, a escolha do emulsionante ou mistura de emulsionantes mais
apropriada bem como a concentracao a ser utilizada que até entdo precisava
ser feita pelo método tentativa-erro até que fosse obtido o resultado desejado,
passou a ser feito de forma mais racional, a partir da classificacéo de Griffin>’.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo obter uma forma
farmacéutica tecnicamente elaborada preparando diferentes emulsdes
contendo limoneno, avaliando a sua estabilidade fisica e determinando o seu

Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 MATERIAIS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Farmacotécnica na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) .

Foi utilizado o (R) - Limoneno adquirido da Dierberger Laboratorios.

Os surfactantes (Span 80® e Tween 20®) foram adquiridos da Sigma.

Todos os produtos e reagentes utilizados foram de alto grau de pureza.

2.2.2 DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICA
DAS EMULSOES

2.2.2.1 Planilha Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico

As emulsbes foram preparadas seguindo o mesmo desenho folha de
calculo apresentado na Tabela |I. Essa folha de calculo inclui dois agentes
tensoativos: um de natureza lipofilica (Span® 80, EHL= 4,3) e o outro de uma
natureza hidrofilica (Tween® 20, EHL= 16,7). O Gltimo valor de EHL de cada

sistema variou de acordo com a proporc¢ao relativa de cada surfactante.
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Tabela |: Valores do Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo das Emulsées Contendo Oleo

Essencial

. TWEEN 20® SPAN80® valor EHL
Formulacao Final
(%) EHL (%) EHL
F1 100.0 167 0.0 0.0 16.7
F2 919 154 8.1 0.3 15.7
F3 83.9 14.0 16.1 0.7 14.7
F4 75.8 12.7 242 1.0 13.7
F5 67.7 11.3 323 1.4 12.7
F6 59.7 10.0 403 1.7 11.7
F7 516 8.6 484 2.1 10.7
F8 435 7.3 565 24 9.7
F9 355 59 645 238 8.7
F10 274 46 726 3.1 7.7
F11 19.4 32 806 35 6.7
F12 11.3 19 887 338 5.7
F13 32 05 968 4.2 4.7
F14 0.0 0.0 1000 4.3 4.3

2.2.3 PREPARACAO DAS EMULSOES

F- Formulag&o, EHL- Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo

As emulsdes foram obtidas pelo método da temperatura de inversao de

fase. Cada tipo de emulsdo O/A manipulada apresentava 100 mL, sendo 5%
(p/p) de um dleo (59), 2% (p/p) de surfactante (2g) e 93% (p/p) de agua (93mL).

Inicialmente, a fase continua foi preparada por dispersdo de Tween 20® em

agua destilada. A fase dispersa foi obtido por fusdo Span 80® no 6leo

essencial. Ambas as fases foram aquecidos separadamente a 70°C e, em

seguida, misturadas. Emulsdes finais foram obtidos apds a homogeneizacao

utilizando um Ultra-Turrax (IKA, mod. T-18, Staufen, Alemanha) a 15.500 rpm

durante 10 min. Dois lotes de 14 emulsdes foram obtidos e armazenadas a 25

+2°C e 5 +1°C.
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2.2.4 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES

2.2.4.1 Estabilidade a Longo Prazo

O aspecto macroscopico, indice de cremagem (IC), pH e condutividade
foram avaliados em dias de armazenamento de 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120,
150 e 180. As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente (25 £2°C)
e a baixa temperatura (5 £1°C). Estes parametros foram capazes de avaliar a
estabilidade do sistema de emulsdo e, portanto, prever a estabilidade quimica
dos componentes da emulséo. Na verdade, se uma instabilidade ocorre para
qualquer componente quimico, isso sera refletido sobre a estabilidade fisico-

quimica do sistema’”®.

2.2.4.1.1 indice de Cremagem

O IC foi determinado experimentalmente pela medicdo do creme. Os
valores de IC foram obtidos pela razéo entre a altura total da creme (CC) e a
altura total da camada de emulséo (TC) de acordo com a eq. 1*°. CC e CT
foram medidos direto em tubos de ensaios de armazenamento com a ajuda de

uma escala graduada.

% C = (CC / CT) x100

onde CC= altura total da camada de creme e CT= altura total da emulséo.

2.2.4.1.2 Avaliacéo do pH

Medi¢cdes pH das emulsdes foram realizadas utilizando um medidor de
pH pré-calibrado (Cap-Lab, mod. PG1800, Séo Paulo, Brasil).
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2.2.4.1.3 Avaliacao de Condutividade

A condutividade foi medida usando um condutivimetro portatil (MITE,
mod. CD30, Sdo Paulo, Brasil), previamente calibrado com uma solucdo
padréao de 0,1 N KCI.

2.2.4.2 Estabilidade a Curto Prazo

A estabilidade a curto prazo foi avaliada por meio da técnica de micro-
emultocrito (TME)’"*®. No que diz respeito & anélise de micro-emultocrito, tubos
capilares com heparina livre foram cheios até 75%, com cada formulacdo e
colocada numa micro-centrifuga (Quimis, Sdo Paulo, Brasil) a 10.500 rpm
durante 10 min. Ap6s o ciclo de centrifugacdo, os tubos capilares foram
colocados contra a escala micro-emultocrito e o creme foi medido diretamente.
O aspecto visual foi avaliado a fim de investigar a separacéo de fases. Para as
preparacdes, que nédo foram quebradas, IC foi medida pela escala de leitura de

micro-emultécrito.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse trabalho, o processo de inversao de fase foi satisfatoria para a
producdo de emulsdes O/A contendo o 6leo Limoneno, visto que permaneceu
estavel sem alteracfes visuais por 24h. O principal desafio na formulacdo de
uma emulsdo € devido ao fato que o sucesso ou a falha de tais sistemas
termodinamicamente instaveis s6 pode ser avaliado depois de um longo prazo
de estudo. Além disso, a otimizacao das formulagdes torna-se mais complexa,
especialmente sobre a determinacdo do EHL requerido. A fim de reduzir o
tempo e esforco experimental, varias métodos de curto prazo sédo sugeridos na
literatura para avaliar fendmenos de desestabilizacdo de emulsdo®, como a

127472 elou formagdo de creme®. Recentemente, o micro-

condutividade
emultécrito foi o método proposto como instrumento para prever a estabilidade
da emuls&o®.

As emulsdes foram avaliadas macroscopicamente por 180 dias.
Macroscopicamente, a temperatura ambiente, as formulacdes F5, F6 e F7,
correspondendo respectivamente as formula¢gdes de EHL 12,7; 11,7 e 10,7 néo
apresentaram grandes variacbes durante os 6 meses de estudo, como
podemos ver na Tabela Il. As formula¢des acima citadas apresentaram indice
de cremagem pequeno e a variacdo nesse indice durante todo o experimento
também foi minima. Ja as emulsées F11, F12, F13 e F14 apresentaram uma
maior instabilidade devido a uma maior formacdo de creme, mas nao
separaram de fase. F1 a F4 separaram de fase a partir do dia 90 porque néo
apresentou um equilibrio entre a fase oleosa e aquosa, ndo formando dessa
forma o filme intacto, com aumento de tamanho das goticulas. Estas ultimas
emulsdes mostraram aumento das camadas de creme, levando a separacéo de
fases, essa instabilidade ocorre devido a um aumento na energia cinética do
sistema, em decorréncia da maior motilidade de moléculas de agua, que na
maioria dos casos, € o solvente responsavel pelas reacdes quimicamente

instaveis®*.
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Tabela 1l. Aspecto macroscopico e indice de cremagem das emulsbes base de

limoneno armazenados a 25°C por 180 dias.

Formulacdo | EHL | 1 3 10 15 30 60 90 | 120 | 150 | 180
F1 16.714,05|1,35/548|556|1,47|0,00| SF | SF | SF | SF
F2 15.71353(3,75/3,85/385(1,35/0,00| SF | SF | SF | SF
F3 147 12,33|3,70,3,75(3,80[263|135| SF | SF | SF | SF
F4 13.711,1811,25/128(1,39|1,35|141| SF | SF | SF | SF
F5 12.710,00|1,16 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F6 11.710,00|1,20|1,23|1,25|1,28| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 ]| 0,00
F7 10.7 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F8 9.7 1116|123 |1,27|1,27 | 2,63 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F9 8.7 1119247256 |260]|133|0,00|0,00]|0,00]0,00 | 0,00
F10 7.7 12,35|253|5,00|5,06]|769]|0,00|3,80|0,00|0,00] 0,00
F11 6.7 12,38|2,38|4,82|4,82|6,17|0,00|0,00|0,00|0,00] 0,00
F12 57 1120128256 |390]|6,67|0,00|0,00| 0,00 0,00 | 0,00
F13 47 |11,45|12,901|4,35|4,48 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F14 43 |11,25(1,25|2,56|2,56|9,33|0,00|0,00] 0,00 0,00 | 0,00

SF: Separacéao de fase

Tabela Ill. Aspecto macroscopico e indice de cremagem das emulsdes base de

limoneno armazenados a 5°C por 180 dias.

Formulagdo | EHL | 1 3 10 | 15 | 30 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180
F1 16.7 |1 3,85|5,13/6,41|7,69|9,09|7,89 |6,67|6,76 | 6,85 | 556
F2 15.713,85|3,85/6,41 /6,41 |9,09 | 6,58 |6,58| 6,67 |6,76 | 548
F3 14.712,35|3,53 4,71 4,71 | 7,14 6,02 | 6,10 | 6,10 | 6,25 | 5,06
F4 13.711,30| 2,60 |2,60|390|3,95|4,00400]|274|4,11| 411
F5 12.710,00|1,20|2,41 | 2,41 |3,66|2,47|253|256|282| 2,67
F6 11.7|0,00|1,19|1,18|2,38|2,38|2,41|3,66|3,70| 2,53 | 2,50
F7 10.7 10,00 (1,22 |1,23|1,25]| 3,80 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
F8 9.7 10,00|1,20(2,41|2,44|2,44|250|250|5/13|5,13| 5,19
F9 8.7 [1,23|1,23|3,75|3,75|5,00|253|6,41|5,13|5,19| 5,26
F10 7.7 /120|241 |3,61|3,61|6,10|6,17|7,41|7,50|7,59| 7,59
F11 6.7 |1,25|2,50 3,70 | 3,75|6,25|6,33|8,86|7,69|7,69| 7,79
F12 5.7 [1,22 122|247 |2,47|500|253|253|7,69|7,79]| 7,79
F13 4.7 10,00|1,45|2,86|2,86|580|000|1,47|152]|9,09]| 9,23
F14 43 11,23|2,47|2,50|2,47|5,00|000|1,27|1,28|7,79| 10,39

Quando analisadas as emulsbes a 5°C (Tabela IlIl), as formulacdes F5,

F6 e F7 também foram as mais estaveis, porém houve uma menor variagdo na
quantidade de creme formado e ndo observou-se separacdo de fase em
nenhuma emulsdo, mostrando dessa forma que a temperatura tem influéncia
na estabilidade da emulsédo, uma vez que essa é uma forma farmacéutica
termodinamicamente instavel e justificando o seu armazenamento na geladeira.

Utilizando o micro-emultocrito como a fonte de instabilidade deste, esse

procedimento experimental proporciona informacdo notavel sobre a

23



estabilidade do sistema, uma vez que acelera a formagcdo de creme ou a
sedimentacdo dos produtos®®. Além disso, devido & baixa quantidade de
amostra e tempo curto de execucao, esta técnica pode ser utilizada com
sucesso para avaliar e/ou otimizar os parametros de formulacéo, tais como a
composicéo de tensoativo bem como o seu respectivo valor de EHL.

Na andlise com micro-emultécrito, as formulagbes foram analisadas nos
dias D1, D30, D60, D90, D120, D150 e D180. No D1 (Figura lllI), os menores
indices de cremagem foram apresentados pelas formulacbes F1-F8, que
apresentaram uma média de IC de no maximo 5,48% enquanto as formulacdes
F10, F11, F12, F13 e F14 mostraram o0 oposto das formulagdes iniciais,

chegando a conter até 8,65% de creme.

A partir do D30 foi observado separacdo de fase nessas emulsdes,

separacao essa que se repetiu nessa técnica até o final dos 180 dias.

9,00 -~

8,00 -

-

7,00 -+

6,00
5,00

IC (%)

4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

F1 F2 F32 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F1I0F11F12F13F14

F: Formulacédo

Figura lll. Andlise do IC Micro-emultocrito do primeiro dia de experimento.

Os resultados da andlise do pH (Figura IV) mostram significativa
variacdo do pH nas formulagbes, demostrando que ao final dos 180 dias o pH
das formulagbes reduziu, possivelmente devido a decomposicdo da fase
oleosa, nao caracterizando nenhuma incompatibilidade das emulstes. As
formulacbes F12, F13 e F14 apresentaram-se como as mais instaveis, uma vez

que o desvio padrdo dessas formula¢des ultrapassou 1,75, enquanto que o
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desvio padrdo observado das formulacbes F3-F8 nao ultrapassou 0,67,
mostrando-se, dessa forma, que essas ultimas formulagbes foram as mais

estaveis. O valor de pH é uma ferramenta simples que sugere o inicio da

instabilidade.
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Figura IV. Curvas do pH versus valores de EHL para cada dia de experimento.

Outro parametro utilizado para estudar uma emulsdo € a condutividade,
método esse sensivel a alteragbes minimas na estrutura do sistema
emulsionado. As formulagdes demonstraram variacdes nos valores da
condutividade (Figura V) ao longo do tempo, o0 que corrobora com a
instabilidade caracteristica de sistemas de emulsdo. Tal parametro aumentou
gradativamente ao longo das analises, aumentando em média 356uS até o final
do estudo, compativel com a decomposicdo da fase oleosa, restando a fase
aguosa que possivelmente é responsavel por esse aumento, uma vez que a

agua € um bom condutor elétrico.
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Figura V. Curvas da condutividade versus valores de EHL para cada dia de
experimento

O conjunto completo de resultados indicaram que o0s sistemas com
valores de EHL entre 11,7 e 10,7 eram as mais estaveis. Mas com base nos
resultados experimentais anteriormente, o valor de EHL para a formulacdo
contendo Limoneno foi encontrado para ser de 10,7, uma vez que essa

apresentou a maior estabilidade em todos os parametros analisados.
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2.4 CONSIDERACOES FINAIS

O valor de EHL para a formulacdo contendo Limoneno foi encontrado
para ser de 10,7, uma vez que essa apresentou a maior estabilidade em todos

0S parametros analisados.

Para esse estudo, a caracterizagéo e o estudo de estabilidade realizados
revelam-se como ferramentas valiosas para identificar os melhores sistemas de

emulsdo durante o desenvolvimento de transportadores lipidicos.

Demonstra-se também nesse trabalho que € possivel a formulacdo de
uma emulsdo utilizando 6leos essenciais. Estudos futuros podem ser
desenvolvidos para ensaiar a influéncia da adicao de excipientes farmacéuticos
na formulacédo a fim de melhorar as propriedades farmacoldgicas do limoneno
bem como realizar um estudo mais aprofundado da estabilidade desta

formulacdo, com a realizacéo, por exemplo, de um diagrama de fase.
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