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RESUMO

A Aniba canelila (H.B.K.) Mez é uma planta aromatica proveniente da regido
amazonica cujo 6leo essencial apresenta como componentes majoritarios o 1-nitro-
2-feniletano e o metileugenol. Apesar das atividades antifangicas e anti-inflamatorias
cientificamente comprovadas e do uso popular do 6leo para o tratamento de
dermatites, acnes e feridas, ndo existe até 0 momento um estudo que verse sobre a
quantificacdo desses compostos na pele. O objetivo deste trabalho foi a validacéo de
um método bioanalitico otimizado por microextracdo em fase sélida no modo
headspace em cromatégrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama (HS-
SPME-GC-FID) para a determinacao do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol a partir
do dleo essencial em diferentes amostras de estudo de permeac¢do cutanea in vitro.
Uma metodologia foi desenvolvida e validada por HS-SPME-GC-FID. A faixa da
curva de calibracdo foi de 2,08 - 207,87 ug.mL™ para o 1-nitro-2-feniletano e de
0,40-40,41 pg.mL™* para o metileugenol. A presenca de matriz e as caracteristicas
intrinsecas da metodologia de HS-SPME requereram uma transformacéo da curva
de calibracdo. A transformacéao logaritmica (Logio) foi entdo aplicada aos dados e os
resultados apresentaram homocedasticidade, residuos dispersos, coeficiente de
determinacao (r2> 0,99) e recuperacdo adequados. Estudos de permeacdo cutanea
foram realizados em células de Franz com diferentes quantidades (20, 100 e 200 uL)
de 6leo essencial de A. canelilla para avaliar o perfil de permeacgédo e retencdo em
pele de orelha suina e fluido receptor. A andlise das amostras nas condicdes
validadas mostrou uma grande permeacéo e retencdo dos compostos na seguinte
ordem: fluido receptor >> derme >> epiderme >> estrato cérneo. Verificou-se um
aumento progressivo e dependéncia na retencdo com base na quantidade aplicada
no compartimento doador e grande retencdo principalmente no fluido receptor e
derme, resultado este compativel com as caracteristicas fisico-quimicas de Log P,
afinidade ao ambiente hidrofilico e lipofilico, tamanho e peso molecular do 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol. Em conclusdo, o método proposto por HS-SPME-GC-FID
para quantificar os compostos majoritarios do 6leo essencial de A. canelilla em
amostras de pele de orelha suina e fluido receptor foi seletivo, preciso, exato e
adequado, e pode ser utilizado em analises futuras.

Palavras-chave: Aniba canelilla, 1-nitro-2-feniletano, metileugenol, validacao
bioanalitica, HS-SPME-GC-FID.






ABSTRACT
“Precious-bark” essential oil (Aniba canelilla (H. B. K.) Mez): Bioanalytical
method validation and in vitro cutaneous permeation study

Aniba canelilla (H.B.K.) Mez is an aromatic plant from the Amazon region whose
essential oil has 1-nitro-2-phenylethane and methyleugenol as major compounds.
Despite of the scientifically proved antifungal and anti-inflammatory activities and the
popular use of oil for the treatment of dermatitis, acnes and wounds, there is no study
up to date about the quantification of these compounds in skin samples. The aim of
this study was the validation of an optimized bioanalytical method by solid phase
microextraction on headspace mode in gas chromatograph with flame ionization
detector (HS-SPME-GC-FID) for the determination of 1-nitro-2-phenylethane and
methyleugenol from the essential oil in different samples of in vitro cutaneous
permeation study. A methodology was developed and validated by HS-SPME-GC-
FID. The ranges of calibration curves were 2.08 - 207.87 pg.mL™ for 1-nitro-2-
phenylethane and 0.40 - 40.41 ug.mL™ for methyleugenol. The presence of matrix
and the intrinsic characteristics of the HS-SPME methodology required a
transformation to the calibration curves. The logarithmic transformation (Logip) was
then applied to the data and the results showed homoscedasticity, dispersed
residues, and adequate coefficient of determination (r>> 0.99) and recovery. Skin
permeation studies were performed on Franz cells with different amounts (20, 100
and 200 uL) of A. canelilla essential oil to evaluate the skin permeation and retention
profile in porcine ear skin and receptor fluid. The analysis of the samples under the
validated conditions showed a high permeation and retention of the major
compounds in the following order: receptor fluid >> dermis >> epidermis >> stratum
corneum. A progressive increase and retention dependence were observed based on
the amount applied in the donor compartment, and large retention mainly on the
receptor fluid and dermis was observed, in accordance with the physicochemical
characteristics of Log P, affinity to the hydrophilic and lipophilic environment, size
and molecular weight of 1-nitro-2-phenylethane and methyleugenol. In conclusion,
the method proposed by HS-SPME-GC-FID to quantify the major compounds of A.
canelilla essential oil in porcine ear skin and receptor fluid samples was selective,
accurate, precise and adequate, and can be used in future analyzes.

Keywords: Aniba canelilla, 1-nitro-2-phenylethane, methyleugenol, bioanalytical
validation, HS-SPME-GC-FID.
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A utilizagdo de plantas medicinais pelo ser humano é uma pratica comum
adotada h& milhares de anos com o intuito de tratar inUmeras doencas. A populacao
brasileira apresenta uma longa tradicdo no uso de plantas medicinais, ascendendo o
interesse no estudo de plantas medicinais nativas e seus principios ativos (DUTRA
et al., 2016).

Dentre os produtos que podem ser aproveitados de uma planta, temos 0s
Oleos essenciais, provenientes de metabolismo secundario. S&o compostos oleosos
aromaticos liquidos, voléateis, limpidos, raramente coloridos, lipofilicos, sollveis em
solventes organicos, geralmente de densidade menor do que a da agua, podendo
ser sintetizados em diferentes 6rgdos da planta tais como flores, troncos, folhas,
cascas, sementes e raizes (BASER; BUCHBAUER, 2010; BILIA et al.,, 2014,
ASBAHANI et al., 2015).

A Aniba canelilla (Kunth) Mez, conhecida como casca-preciosa, € uma planta
aromatica abundante na regido Amazbnica, cujo Oleo essencial possui como
compostos majoritarios o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol (LIMA et al., 2004;
SIQUEIRA et al.,, 2010). Estudos tém demonstrado que esses dois compostos
volateis apresentam atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva (CARLINI;
DALLMEIER; ZELGER, 1981; YANO et al., 2006; LIMA et al., 2009; VALE et al.,
2013; XIMENES et al., 2013).

Tendo em vista que a terapia topica € bastante atrativa e acessivel a
administracdo de substancias, promovendo vantagens quanto a biodisponibilidade,
efeitos secundarios reduzidos, melhor adeséo pelo paciente e possibilidade de acéo
terapéutica especifica no local acometido (ASBILL; MICHNIAK, 2000; BOLZINGER
et al., 2012; MONTENEGRO et al., 2016), suscita-se o interesse no emprego do 6leo

essencial de A. canelilla para o tratamento de processos inflamatorios tépicos.

Com base nos aspectos relatados, os objetivos deste trabalho foram
desenvolver uma metodologia bioanalitica otimizada empregando-se HS-SPME-GC-
FID para a quantificacdo dos compostos majoritarios 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol do 6leo essencial de casca-preciosa (Aniba canelilla (H.B.K.) Mez) a

partir de amostras provenientes de estudo de permeacéao e retencdo em ceélulas de
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difusdo in vitro do tipo Franz, e avaliar a permeacdo cutanea in vitro desses
compostos a partir da aplicacdo do Oleo essencial de casca-preciosa sobre pele de

orelha suina.
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Esta dissertagéo esta estruturada em dois capitulos:

“O capitulo | apresenta uma revisao de literatura sobre as tematicas tratadas

ao longo do trabalho, sendo estes: terapia anti-inflamatéria topica, Oleo
essencial de casca-preciosa, microextragdo em fase sélida, desenho
experimental, validacéo bioanalitica e tratamento de dados;

~ O capitulo Il aborda os resultados experimentais atinentes a validacdo de
uma metodologia bioanalitica para quantificacdo dos compostos majoritarios
1-nitro-2-feniletano e metileugenol do 6leo essencial de casca-preciosa a
partir de estudos de permeacéao e retencdo cutanea em pele de orelha suina,
empregando-se células de difusdo in vitro do tipo Franz. Este estudo esta
apresentado na forma de um manuscrito submetido a publicacdo em

periédico de circulagéo internacional.






OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia bioanalitica para quantificacdo dos compostos
majoritarios 1-nitro-2-feniletano e metileugenol do 6leo essencial de casca-preciosa
(Aniba canelilla (H.B.K.) Mez) a partir de estudos de permeacdo e retencédo cutanea

em pele de orelha suina em células de difus&o in vitro do tipo Franz.

Objetivos Especificos

e Desenvolver um método seletivo para identificacdo e quantificacdo do 1-nitro-
2-feniletano e metileugenol a partir do éleo essencial de casca-preciosa por
microextracdo em fase soélida no modo headspace em cromatégrafo gasoso
com detector de ioniza¢do de chama (HS-SPME-CG-FID);

e Otimizar os parametros de extracdo de ambos compostos por HS-SPME
através de desenho experimental do tipo Box Behnken 33;

e Selecionar dentre os diferentes modelos matematicos de adequagéo a curva
de calibracdo o que melhor se ajusta aos dados obtidos na validagao;

e Validar um método bioanalitico para a determinacdo do teor do 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol a partir do 6leo essencial de A. canelilla por HS-
SPME-GC-FID em amostras de pele de orelha suina e fluido receptor
provenientes de estudos de permeacdo e retencéo cutanea in vitro em células

de difuséo do tipo Franz;

e Investigar o perfil de permeacdo e penetragdo cutéaneo in vitro do 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol a partir do 6leo essencial de casca-preciosa em

células de difusdo do tipo Franz.






CAPITULO |
Revisao da Literatura
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TERAPIA ANTI-INFLAMATORIA TOPICA

A pele é um 6rgdao extenso que recobre toda a superficie de
aproximadamente 2 m2 do corpo, constituida por uma multiplicidade de células que
interagem entre si de forma harmoniosa com o intuito de manter a homeostase do
organismo (GOLDSMITH, 1990; WILLIAMS; KUPPER, 1996; MATHES; RUFFNER,;
GRAF-HAUSNER, 2014). E uma estrutura complexa de tecidos dispostos e
relacionados cujas fungdes se baseiam na defesa, protecéo, renovagao e reparacao
tecidual (CORREA, 2012).

E composta de trés camadas principais, cada qual com propriedades diversas
atreladas a funcionalidade do 6rgdo, sendo estas a epiderme avascular, derme, e
hipoderme ou tecido adiposo subcutaneo (SELZER et al., 2013).

A epiderme é a camada mais superficial da pele e possui espessura entre 50
e 100 um. Essa camada confere a pele textura e umidade, além de contribuir para a
pigmentacdo cutanea (BAUMANN, 2009; SELZER et al., 2013). A epiderme nao
apresenta vasos sanguineos proprios e o aporte de elementos nutritivos €
proveniente do plasma circulante nos espacos intercelulares. E constituida por
células epiteliais estratificadas achatadas justapostas e encontra-se sobre a derme
(CORREA, 2012). A epiderme é subdivida em camadas ou estratos, denominados
basal ou germinativa, malpighiana ou espinhosa, granulosa, cérnea e Ilcida.
Ademais, ainda contém quatro tipos celulares, sendo estes o0s queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (LEONARDI; SPERS,
2015). As células tém origem na camada basal germinativa e, na medida em que
envelhecem, tornam-se mais achatadas e passam a produzir e acumular queratina.
Quando as células mais superficiais estdo completamente queratinizadas, passam a
constituir um revestimento resistente ao atrito e impermeavel a agua, chamado de
estrato corneo (BAUMANN, 2009).

O estrato cérneo é a por¢cado mais externa da epiderme, em contato direto com
0 ambiente, composta por células queratinizadas anucleadas, achatadas,

desidratadas e com aspecto de finas laminas superpostas, detendo em torno de 10 a
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20 pm de espessura (CORREA, 2012; SELZER et al., 2013). Esse arranjo de
laminas justapostas verticais permite que essa camada seja relativamente
impermeavel (LEONARDI; SPERS, 2015), atuando como barreira, prevenindo perda
de agua transepidermal e impedindo a absor¢cdo de materiais indesejaveis
(BAUMANN, 2009).

A derme é a camada intermediaria da pele, possuindo cerca de 2 a 5 mm de
espessura, sendo a por¢édo que detém maior volume dentre as demais camadas. E
constituida por células epiteliais sobrepostas e fibrilas de colageno cujas
funcionalidades sdo fornecer sustentacdo, e também por tecido conjuntivo elastico,
conferindo elasticidade e flexibilidade a pele (BENSON; WATKINSON, 2012;
CORREA, 2012; MOSS; GULLICK; WILKINSON, 2015). A derme é composta por
uma pequena populacdo de células, predominantemente fibroblastos, que produzem
0s componentes do tecido conjuntivo (colageno, elastina, proteinas de matriz e
enzimas). Ademais, também se encontram na derme as ceélulas envolvidas na
resposta imunoldgica e inflamatoria, tais como mastoécitos, leucdcitos, linfocitos e
macréfagos (BAUMANN, 2009; CEVC; VIERL, 2010; BENSON; WATKINSON,
2012). Varias estruturas e apéndices também estdo contidos ou originam-se na
derme, tais como vasos sanguineos e linfaticos, foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e sudoriparas, e termina¢des nervosas. Devido a sua estrutura, a derme
nao € uma barreira impeditiva a permeacédo de farmacos e agentes externos, mas
pode reduzir a permeacdo de compostos muito lipofilicos para tecidos mais
profundos (BENSON; WATKINSON, 2012; LEONARDI; SPERS, 2015).

A camada mais profunda da pele é composta pela hipoderme ou tecido
adiposo subcutaneo, formada por tecido conjuntivo frouxo e adipdcitos. Essa
camada fornece sustentacdo e unido as camadas superiores, protege contra
choques mecéanicos, promove isolamento térmico e possui ainda reserva energética.
Parte das glandulas sudoriparas e foliculos pilosos também podem localizar-se na
hipoderme (CORREA, 2012; MOSS; GULLICK; WILKINSON, 2015).

Disturbios da pele podem ocorrer por diversos fatores, como por desequilibrio
de comunicacdo entre as células, infeccbes, neoplasias e ainda respostas

imunologicas. A inflamacdo € um desses distlurbios e consiste em uma dinamica
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vascular e uma resposta reflexiva celular do organismo, ou seja, € um mecanismo
protetivo cujo intuito € remover o estimulo lesivo ou invasivo. O processo inflamatdrio
ndo € um evento Unico e envolve uma grande variedade de mediadores
inflamatorios, citocinas, eicosanoides, enzimas, radicais de oxigénio e sistema
complemento (BAUMANN, 2009). Tendo em vista essas inUmeras circunstancias
que podem gerar desordem na pele, deve-se considerar também que, por vezes,
existe a necessidade de uma intervencao terapéutica para que a homeostasia seja
retomada (MATHES; RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014).

Nesse sentido, a pele é uma via atrativa e acessivel de administracdo de
substancias devido aos problemas associados as outras rotas de administracao,
como a oral e parenteral (ASBILL; MICHNIAK, 2000). Ainda apresenta vantagens
tais como biodisponibilidade melhorada de substancias que sdo sensiveis a
variacbes de pH e processamento hepético, potencial de fornecimento de
substancias durante um periodo prolongado, efeitos secundarios reduzidos e melhor
adesao pelo paciente (MONTENEGRO et al., 2016).

OLEO ESSENCIAL DE CASCA-PRECIOSA

A familia Lauraceae contém cerca de 52 géneros e aproximadamente 2500 -
3500 espécies distribuidas nas é&reas tropicais e subtropicais, com algumas
ocorréncias em clima temperado, com grande representatividade na América, Asia
tropical, Australia e Madagascar, sendo composta predominantemente por arvores e
arbustos (ROHWER, 1993; MORAES, 2007). No Brasil ja foram identificados 24
géneros e 441 espécies (QUINET et al., 2015). A maioria dos membros desta familia
fornece madeira valiosa, 6leos aromaticos e substancias importantes que podem ser
utilizadas na industria farmacéutica e alimenticia (BARBOSA; BAITELLO; MORAES,
2012).

Aniba canelilla (Kunth) Mez (sinbnimos: Aniba elliptica A. C. Sm., Cryptocarpa
canelilla Kunth) pertence a familia Lauraceae e é uma planta aromatica abundante
na regido Amazobnica, onde é popularmente denominada como “casca-preciosa”

(Figura 1) (SIQUEIRA et al., 2010). Pode ser conhecida ainda pelos seus outros
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nomes populares, sendo estes preciosa, folha-preciosa, pau-precioso, caneléo,
casca-do-maranhdo, falsa-canela, louro—inamui, amapaiama epereiord& (MORS et
al., 2000; MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001). E uma das 29 espécies do género
Aniba no Brasil (QUINET et al., 2015). Distribui-se amplamente nas matas pluviais
da América do Sul, desde o interior da Guiana Francesa, ao longo do escudo das
Guianas, Suriname, Venezuela e Colébmbia, até a Amazobnia peruana. No Brasil,
ocorre predominantemente nos Estados do Para e Amazonas (GOTTLIEB;
KUBITZKI, 1981; MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001).
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Figura 1. Arvore (A) e folhas (B) da Aniba canelilla (Fonte: Adriana Manhées e Surya
Brasil).

A Aniba canelillla € considerada uma espécie importante e histérica na
Amazobnia. Possui um aroma semelhante ao da canela (Cynnamomum zeylanicum
Blume) e devido a isso, muitas expedicfes portuguesas e espanholas, apés o
descobrimento do Brasil, penetravam na regido Amazbnica em busca desta
especiaria (NARANJO et al., 1981; SIQUEIRA et al., 2010).

A madeira do tronco, galhos finos e folhas de casca-preciosa sdo usados
como tempero e ingrediente na culinaria local. Estes também sdo empregados na
elaboracdo de fragrancias e aromatizantes (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001). De
diversas partes da planta é possivel obter o 6leo essencial. A partir da casca de A.
canelilla pode-se ter um rendimento de 6leo essencial em torno de 0,7 - 1% do peso
seco da planta por hidrodestilacdo (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960; SIQUEIRA et
al., 2010).
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indios Chimane na Bolivia utilizavam infusdes da casca-preciosa para o
tratamento de diarreia, dor de cabeca e febre (OGER et al., 1994). Outros relatos
etnofarmacologicos ainda reforcam a utilizacdo da Aniba canelilla para problemas
digestivos e tosse, além de ser empregada como antiespasmaodica, estimulante do
sistema nervoso central e carminativa (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001). Ademais,
possiveis aplicacdes tdpicas sdo sugeridas pelo seu uso etnobotanico. O Oleo
essencial de Aniba canelilla € usado na medicina popular contra acnes, dermatites,

infeccdes diversas e ferimentos (MORS et al., 2000).

A composicdo do O6leo essencial obtido das folhas e galhos finos da A.
canelilla apds hidrodestilacdo foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
detector de massas. Foram identificados 42 compostos, dos quais 0 1-nitro-2-
feniletano foi 0 que apresentou maior porcentagem, nas folhas, em torno de 71,2% e
nos galhos finos em torno de 68,2% (LIMA et al., 2004). No 6leo essencial de Aniba
canelilla, o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol sdo os componentes que se
encontram em maior abundancia (Figura 2) (OGER et al., 1994; MAIA; ZOGHBI,;
ANDRADE, 2001; TAVEIRA et al., 2003). Outros compostos ainda podem estar
presentes no 6leo essencial proveniente das folhas, galhos e casca, dentre eles o a-
pineno, B-pineno, a-terpineol, safrol, eugenol, p-cimeno, linalol, a-copaeno, B-
cariofileno, espatulenol, B-felandreno e B-sesquifelandreno (OGER et al., 1994;
LAHLOU et al., 2005; BARBOSA et al., 2016).

NO, H,CO =

(A) H5CO (B)

Figura 2. Estrutura quimica dos compostos majoritarios 1-nitro-2-feniletano (A) e
metileugenol (B) presentes do Oleo essencial de casca-preciosa (Aniba canelilla).
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Derivados nitro em elevada quantidade, tal como o 1-nitro-2-feniletano, sao
compostos raros encontrados em plantas. A biogénese desse composto envolve a
oxidacdo da fenilalanina seguida de descarboxilacdo espontanea (Figura 3)
(GOTTLIEB; MAGALHAES; MORS, 1961). O 1-nitro-2-feniletano também é o
constituinte do 6leo essencial de casca-preciosa responsavel pelo aroma
caracteristico de canela (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960; SIQUEIRA et al., 2010).
Além da Aniba canelilla, este composto também é encontrado nos frutos de
Dennettia tripetala, nas flores de Stephanotis floribunda, na madeira, casca e folhas
de Ocotea pretiosa e nas folhas de Uvaria chamae (GOTTLIEB, OTTO RICHARD;
MAGALHAES, 1959; NARANJO et al., 1981; POTT; PICHERSKY: PIECHULLA,
2002; OWOLABI et al., 2013; OYEMITAN et al., 2013). E considerado constituinte do
sabor do tomate juntamente com o 2-fenilacetaldeido e 2- feniletanol (TIEMAN et al.,
2006).

Ja o metileugenol € um componente volatil metilado derivado do eugenol,
produto da fenilalanina pela via do &acido chiquimico (Figura 3), e € um dos
compostos presentes em fragrancias e esséncias (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE,
2001; TAN; NISHIDA, 2012). O metileugenol também ¢é encontrado no Oleo
essencial de Ocimum campechianum Mill (alfavaca) e de Laurus nobilis L. (louro)
(MARZOUKI et al., 2009; PINO BENITEZ; MELENDEZ LEON; STASHENKO, 2009).

(0]
NH, NO,
on ©/\/ . ©/\/
NH, \
CO;

Fenilalanina Fenetilamina 1-Nitro-2-feniletano

0
H,CO = H3CO =
S N DA/ N D/\/
HO H5;CO
Acido cinamico Eugenol Metileugenol

Figura 3. Biogénese do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol a partir da fenilalanina
através da via do acido chiquimico.
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Sugere-se que as percentagens no 1-nitro-2-feniletano e metileugenol sejam
dependentes do solo e da estacdo de coleta na Amazonia. Os percentuais seriam
maiores no periodo chuvoso, sendo que o 1-nitro-2-feniletano poderia atingir valores
proximos a 95% e o metileugenol atingiria um maximo em torno de 18%. Na
temporada de seca estes valores se alternariam, ocorrendo um decréscimo do 1-
nitro-2-feniletano (39%) e um aumento consideravel do metileugenol (45%)
(TAVEIRA et al., 2003). Ademais, propfe-se ainda que a biossintese desses
compostos seja interdependente, j& que quando um composto se encontra em maior
guantidade, o outro reduz proporcionalmente (OGER et al., 1994). Essa variacéo de
teor de ambos os compostos majoritarios poderia estar relacionada a funcéo
fisiologica da planta (TAVEIRA et al., 2003), no que tange protecao contra fatores
ambientais, ou ainda protecdo mecénica, quimica e bioldgica contra predadores.

Em adicdo as propriedades etnofarmacoldgicas ja relatadas, estudos
determinaram o potencial antioxidante e citotoxico do Oleo essencial de casca-
preciosa e do 1-nitro-2-feniletano (SILVA et al., 2007). Atividade antioxidante
também foi relatada para extratos da casca de A. canelilla (MARTINS et al., 2016).
Estudos apontaram, ainda, efeitos cardiovasculares do 6leo essencial de Aniba
canelilla administrado por via intravenosa em ratos normotensivos e hipertensos,
causando hipotenséo e bradicardia (LAHLOU et al., 2005; INTERAMINENSE et al.,
2011). Ademais, sugere-se que o composto isolado 1-nitro-2-feniletano e o 6leo
essencial de Aniba canelilla apresentam atividade contratil antiespasmaddica
mediada por canais de calcio, bem como ambos apresentam propriedades
vasorelaxantes (INTERAMINENSE et al., 2013).

O 1-nitro-2-feniletano ainda apresentou resultados significativos com relacao
a atividade fungistatica, hipnética, ansiolitica e anticonvulsivante (OGER et al., 1994;
OYEMITAN et al., 2013). Quanto ao metileugenol, este demonstrou propriedades
antissépticas, fungicidas e anestésicas (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001).
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Atividade tripanocida in vitro contra Trypanosoma evansi também foi relatada
para o Oleo essencial de casca-preciosa, 1-nitro-2-feniletano, metileugenol e mistura
desses dois compostos, sugerindo que estes podem ser uma alternativa viavel para

o tratamento de infecc¢des por T. evansi (GIONGO et al., 2017).

Lima e colaboradores (2009) evidenciaram que o 1-nitro-2-feniletano isolado a
partir da Aniba canelilla apresenta efeito antinociceptivo constatado pelos testes de
contorcao induzida por acido acético em camundongos por via intraperitoneal, teste
de placa quente (hot plate) e teste de formalina. Observou-se também que o
composto possui atividade analgésica aparentemente de origem periférica,
sugerindo atividade sobre a segunda fase inflamatéria. Desse modo, os autores
sugeriram gue receptores opioides sejam 0s responsaveis pela analgesia do 1-nitro-
2-feniletano. Outro estudo recente ainda demonstrou que o composto em questao
apresentou atividade anti-inflamatéria de origem periférica nos modelos de
inflamacdo por carragenina, dextrana e Oleo de créton atuando na sintese ou
liberacdo de mediadores inflamatérios tais como histamina, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas (VALE et al., 2013).

Estudos demonstraram que o metileugenol, juntamente com o composto 1,8-
cineol do 6leo essencial de Croton adamantinus, apresentaram atividade
antinociceptiva por teste de formalina e por contor¢cdo abdominal induzida por acido
acético, apos administracao intraperitoneal do 6leo essencial em camundongos.
Esse mesmo estudo ainda sugere que o tratamento topico com o 6leo em questédo
apresentou atividade significativa frente a cicatrizacdo de feridas, demonstrando,
portanto, uma possivel atividade cicatrizante dos componentes (XIMENES et al.,
2013). Outro estudo ainda sugere que o metileugenol, administrado por via oral,
exibe efeito antinociceptivo sobre a segunda fase da dor induzido por formalina em
patas de camundongos. Desse modo, o estudo propfe que 0 mecanismo de
antinocicepgcao estaria correlacionado com a ativacao de receptores GABA A em
sitios poés-sinapticos, inibindo assim a ativagcdo de receptores de NMDA. Esse
mesmo estudo verificou que o metileugenol ndo afeta COX-1 e COX-2 (YANO et al.,
2006). Ademais, outro estudo ainda reporta que injecdo intraperitoneal de
metileugenol entre 200 e 300 mg/kg promoveu insensibilidade ao pin¢ar a cauda de
camundongos e ratos (CARLINI; DALLMEIER; ZELGER, 1981).
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Como observado, diversos estudos atribuem acgdo antinociceptiva e anti-
inflamatdria aos compostos 1-nitro-2-feniletano e metileugenol. I1sso suscita interesse
no emprego do O6leo essencial de Aniba canelilla para tratamento da dor e
inflamacéo, jA que ambos compostos representam juntos em torno de 90-99% do
Oleo volétil. Ressalta-se ainda que, até o presente momento, ndo se conhece na
literatura estudo que tenha feito uso deste 6leo por via topica para atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva, tornando a aplicacdo por esta via um atrativo, ja que &
uma via alternativa de acao terapéutica e também tem a possibilidade de alcancar
um local especifico acometido (BOLZINGER et al., 2012).

MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA — SPME

Desenvolvida por Arthur e Pawliszyn com o objetivo de facilitar a preparacao
de amostras, a técnica de microextracdo em fase sélida (solid-phase microextraction
— SPME) teve como premissa inicial imergir fibras poliméricas em solucées aquosas
contendo analitos, e posteriormente dessorver estas em injetor de cromatdgrafo
gasoso (ARTHUR; PAWLISZYN, 1990).

A técnica de microextracdo em fase solida (SPME) consiste em deixar uma
pequena quantidade de fase extrativa (revestimento) exposta junto a amostra por um
determinado periodo de tempo. Para a extracdo, utiliza-se uma fibra de 1 cm de
comprimento composta por silica fundida revestida com uma fase polimérica. A fibra
€ montada em um dispositivo semelhante a uma seringa cuja finalidade € protecéo e
facilidade de manuseio (Figura 4). Os analitos sdo absorvidos ou adsorvidos pela
fase da fibra (dependendo da natureza do revestimento) e o processo de
microextracdo € considerado completo quando a concentracdo do analito atinge o
equilibrio entre a amostra e o revestimento de fibra. A quantidade de analito extraido
é determinada pela magnitude do coeficiente de particdo do analito entre a matriz da
amostra e o material de revestimento (MESTER; STURGEON; PAWLISZYN, 2001;
PAWLISZYN, 2012).

Essa técnica néo requer a utilizagdo de solventes ou aparelhagem complexa,

nao necessita concentracdo prévia dos analitos e pode ser usada em matrizes
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liguidas (aquosas) ou gasosas, permitindo inclusive o emprego direto em amostras.
Ainda requer pequenos volumes, possibilitando rapida extracdo de analitos e
favorecendo a transferéncia destes para o instrumento de analise e quantificacdo. A
versatilidade da SPME por conta dos diferentes revestimentos a torna muito
interessante, sendo capaz de extrair analitos volateis, semivolateis ou nao volateis
de diferentes matrizes, dependendo da afinidade. Todos esses fatores denotam
vantagens expressivas a técnica de SPME, ja que a mesma € conveniente a
operacdo e € relativamente simples (PAWLISZYN, 1999, 2012; MESTER,;
STURGEON; PAWLISZYN, 2001).

Fib Parafuso de
iora Retencéo

T g, ]
|

Agulha Suporte Ajuste em Z Embolo

Figura 4. Dispositivo manual de microextracdo em fase solida (SPME) (Foto e
edicdo: Taina Kreutz).

Diversas sao as aplicagbes da SPME, sendo amplamente utilizada para
analise de amostras farmacéuticas, alimenticias, toxicolégicas, petroquimicas,
ambientais e de pesticidas (DPUROVIC; DORDEVIC, 2012; MASTROGIANNI et al.,
2012; TANKIEWICZ; MORRISON; BIZIUK, 2013; ABDULRA'UF; TAN, 2015;
CUEVAS; MORENOROJAS; RUIZ-MORENQO, 2016; GENTILI et al., 2016).

Trés modos bésicos de extracdo podem ser realizados usando SPME (Figura
5): extracdo direta, extragdo no modo headspace e extragcdo envolvendo protecéo

por membrana.

No modo de extragdo direta (Figura 5A), a fibra revestida € inserida na
amostra e os analitos sédo transportados diretamente da amostra para a fase
extrativa (revestimento da fibra). Na extracdo por SPME envolvendo protecdo por
membrana (Figura 5C), a fibra é separada da amostra por uma membrana seletiva
gue permite que os analitos de interesse atravessem, blogueando e impedindo a

passagem de interferentes. O objetivo principal desse modo de extracdo seria,
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portanto, utilizar uma barreira para proteger a fibra contra os efeitos causados por
compostos de elevado peso molecular quando sdo analisadas amostras muito
contaminadas e complexas. J& no modo headspace (Figura 5B), os analitos
necessitam ser transportados através de uma camada de ar para que atinjam o
revestimento da fibra. Dessa forma, os analitos sdo extraidos da fase gasosa que se
encontra em equilibrio com a amostra. O modo headspace permite a protecdo da
fibra de efeitos provocados por substancias nao volateis de elevado peso molecular
presentes nas amostras, admite modificacbes na matriz (tais como ajuste do pH e
adicdo de sais) sem afetar a fibra e ainda permite extrair com maior rapidez
compostos volateis (PAWLISZYN, 1999).

Headspace da amostra Fibra Membrana

/ N/ \ 7 AN

Revestimento Amostra Revestimento Amostra
(A) (B) (C)

']

Figura 5. Principais modos realizados por microextracdo em fase sdlida: extracédo
direta (A), extracao via headspace (B), extracdo envolvendo protecédo por membrana
(C) (Adaptado de PAWLISZYN, 2012).

Como a SPME é capaz de extrair uma ampla gama de analitos (volateis,
semivolateis e ndo volateis) com polaridades diversas, € importante atentar-se aos
tipos de revestimento (PAWLISZYN, 2012). Fibras com revestimentos variados estéo
disponiveis comercialmente (Tabela 1). A escolha correta € essencial ao processo
extrativo, podendo afetar a seletividade da extracdo, e € influenciada
preliminarmente pela polaridade e volatiidade dos analitos pretendidos
(PAWLISZYN, 1999; MILLS; WALKER, 2000). As caracteristicas da fase extratora,

se polimérica liquida ou polimérica soélida, devem ser consideradas. Revestimentos
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soélidos possuem estrutura cristalina, reduzindo substancialmente os coeficientes de
difusdo dentro da estrutura, e ainda apresentam uma &rea de superficie limitada
para adsorcdo. Nesse tipo de fase, a sor¢cdo ocorre apenas na superficie porosa do
revestimento, podendo os analitos com afinidade maior pela fase extratora deslocar
aqueles com menor afinidade (competi¢do). J& revestimentos liquidos permitem que
os analitos penetrem todo o volume do revestimento e figuem ali absorvidos dentro
de um tempo de extracdo razoavel (PAWLISZYN, 2012). Alguns revestimentos
possuem espessuras diferentes. Revestimentos finos fornecem uma rapida difusdo e
por consequéncia diminuem o tempo de extracdo de compostos semivolateis,
enquanto revestimentos mais espessos permitem o aumento da sensibilidade
extrativa e da retencdo de compostos mais volateis, mas, em contrapartida,
requerem um tempo de equilibrio maior (STASHENKO; MARTINEZ, 2007). O
polidimetilsiloxano (PDMS) é o revestimento apolar mais comum, e normalmente é o
primeiro a ser considerado para processos extrativos, por ser robusto e capaz de
suportar temperaturas bastante elevadas (PAWLISZYN, 1999, 2012; MESTER,;
STURGEON; PAWLISZYN, 2001).

Além do revestimento da fibra, diversos outros fatores influenciam a eficiéncia
do processo de extracdo por SPME. Dentre eles estdo temperatura e tempo de
extracao, efeito de forga ibnica, volume do headspace, agitacdo, pH e concentracéo
de solvente organico na amostra (CAMARA; ARMINDA ALVES; MARQUES, 2006;
PAWLISZYN, 2012).

A temperatura pode influenciar positiva ou negativamente a extracao,
dependendo do objetivo da analise. Aumentar a temperatura de extracdo pode
reduzir significativamente o tempo de equilibrio e tornar o procedimento mais rapido.
Isso ocorre devido ao aumento dos coeficientes de difusdo dos analitos em
temperaturas mais elevadas durante a SPME, ampliando assim as taxas de
transferéncia de massa para a fibra. Contudo, como o processo de extracdo é
exotérmico, a quantidade de analitos extraidos podera diminuir na temperatura de
equilibrio, diminuindo também o tempo requerido para atingir o equilibrio. Isso se
deve a diminuicdo da constante de distribuicdo dos analitos. Desse modo, se o

objetivo principal for atingir uma quantidade elevada de analitos, deve-se almejar no
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processo de extragdo a maior temperatura que promova a extragdo com a
sensibilidade mais satisfatéria (PAWLISZYN, 1999, 2012).

Tabela 1. Principais fibras de microextracdo em fase sélida (SPME) disponiveis no
mercado (Adaptado de MILLS; WALKER, 2000).

Revestimento da Eggiﬁ?‘t’éa Polaridade  Processo Temperatura Usos
Fibra (um) Méxima (°C) recomendados
100 Apolar Absorcéo 280 Volateis
~ Semivolateis
Polidimetilsiloxano 30 Apolar Absorgao 280 apolares
(PDMS) Semivolateis
7 Apolar Absorcéo 340 medianos a
apolares
Polidimetilsiloxano/ 65 Bipolar Adsorcéao 270 Volateis polares
Divinilbenzeno : x
(PDMS/DVB) 60 Bipolar Adsorcao 270 Uso geral
Polidimetilsiloxano/
Divinilbenzeno . N e
(PDMS/DVB) 65 Bipolar Adsorcéo 270 Volateis polares
(Fibra StableFlex)
Poliacrilato (PA) 85 Polar Absorcéo 320 Se;)nol}/a?rlgéels
Carboxen/ Gases e
Polidimetilsiloxano 75 Bipolar Adsorgéo 320 volateis
(CAR/PDMS)
Carboxen/
Polidimetilsiloxano . . Gases e
(CAR/PDMS) 85 Bipolar Adsorcéo 320 volateis
(FibraStableFlex)
Carbowax/
Divinilbenzeno 65 Polar Adsorcao 265 Analitos polares
(CW/DVB)
Carbowax/
Divinilbenzeno ~ .
(CW/DVB) (Fibra 70 Polar Adsorcéo 265 Analitos polares
StableFlex)
Carowax/
Templated Resin 50 Polar Adsorgéo 240 Surfactantes
(CWITPR)
Divinilbenzeno/ 50/30 Bipolar Adsorcéo 270 Odor e aroma
Carboxen/
Polidimetilsiloxano : x
(DVBICAR/PDMS) 50/30 Bipolar Adsorgéo 270 Odor e aroma
(Fibra StableFlex)

O tempo adequado para analise é aguele em que o analito atinge o equilibrio

entre a amostra e o revestimento da fibra. Nesse ponto, a quantidade de analito

extraido permanecera constante e correspondera, nos limites de erro experimental,
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a quantidade extraida ap6s o tempo infinito (MESTER; STURGEON; PAWLISZYN,
2001).

A adicdo de sal (salting out) pode aumentar ou diminuir a quantidade extraida
de analitos. Em geral, a adicdo de sal aumenta o efeito de forga ionica, e este, por
sua vez, aumenta com o aumento da polaridade do composto. Ademais, o aumento
da forca i6nica provoca reducéo na solubilidade do analito na matriz, facilitando sua
extracdo pela fibra. Consequentemente, a adicdo de sal pode aumentar a
sensibilidade da extracdo, diminuir os limites de deteccao de analitos e normalizar a
concentracéo de eletrolitos em matrizes diversas. O NaCl é o sal mais utilizado para
aumentar o efeito de forca ibnica e concentracdes deste entre 1% e 30% tem sido
empregadas para analise de amostras aquosas (LANCAS, 2004; PAWLISZYN,
2012).

O volume de amostra, o volume do headspace e o tamanho do frasco de
analise também interferem no processo de extracdo por SPME. E sabido que
frascos maiores sdo mais faceis de acomodar amostras solidas e semissolidas.
Portanto, o volume de amostra e o tamanho do frasco de andlise devem ser
adequados de modo a diminuir o tempo de extracdo no modo headspace
(PAWLISZYN, 1999; WERCINSKI, 1999).

A agitacado promove maior rapidez no processo extrativo por fazer com que os
analitos na amostra atinjam o equilibrio em menos tempo. Varios sdo os métodos de
agitacdo que podem ser usados na SPME, estando entre eles a agitacdo magnética,
a vibracdo da agulha e a sonicacéo (MILLS; WALKER, 2000; PAWLISZYN, 2012).

Vale lembrar que na SPME, apenas analitos neutros e ndo dissociados séo
extraidos. Desse modo, a conversdo para formas neutras por ajuste de pH pode
melhorar a sensibilidade do método. Assim, pelo ajuste de pH, acidos e bases
podem ser convertidas para suas formas neutras e favorecer o processo extrativo
(MESTER; STURGEON; PAWLISZYN, 2001; PAWLISZYN, 2012).

Também é relevante a observancia da concentracdo de solvente organico nas

amostras. Se durante o processo de validacdo de método forem adicionados
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solventes orgéanicos polares volateis com a finalidade de dissolver analitos de
interesse, entdo a concentracado destes primeiros deve ser suficientemente baixa
para ndo influenciar o processo de SPME. Geralmente, pequenas quantidades de
solventes organicos ndo afetam a extracdo, mas é importante manter a quantidade
de solvente organico abaixo de 5% do volume da amostra, evitando assim

problemas significativos de recuperacéo e precisdo (PAWLISZYN, 1999, 2012).

Como os compostos majoritarios da Aniba canelilla, 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol, sdo volateis, considera-se que a cromatografia gasosa seria a
metodologia mais apropriada para identificar e quantificar esses compostos.
Ademais, fazendo uso da técnica de SPME, o processo de extracéo seria facilitado,
ja que possui alta sensibilidade, preserva as caracteristicas dos analitos e ainda
reduz o uso de solventes, necessitando apenas de otimizacdo dos fatores que

influenciam a eficiéncia do processo de extragao.

DESENHO EXPERIMENTAL

A fim de maximizar a eficiéncia das descobertas cientificas, minimizar gastos
e custos na pesquisa, e ainda satisfazer a ampliacdo dos requisitos de qualidade
das agéncias regulatérias, pesquisadores desenvolveram formas para obter maiores
informagdes de um experimento com menos trabalho e dispéndio de tempo
(HIBBERT, 2012; MONTGOMERY, 2013; CANDIOTI et al., 2014).

Nesse sentido, nas Ultimas décadas, a utilizacdo de desenho experimental
(DoE) teve um crescimento importante, e tornou-se uma ferramenta de extrema
relevancia para melhorar o processo de producédo de produtos (HIBBERT, 2012;
MONTGOMERY, 2013). Desenho experimental nada mais € do que um resultado
especifico multivariado de avaliagbes empiricas, definido por uma matriz composta
pelas diferentes combinacbes de niveis das variaveis estudadas, podendo ter
carater linear, quadratico ou de interacdo, que pode ser usada para promover
informagdes sobre um determinado sistema (BEZERRA et al.,, 2008; HIBBERT,

2012). Em outras palavras, € uma ferramenta utilizada para minimizar o nimero de
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experimentos e otimizar processos, tendo como base a analise estatistica (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Em um desenho experimental, a fim de se escolher o melhor planejamento a
ser utilizado, é imprescindivel conhecer principalmente os fatores e respostas de
interesse, e também determinar o objetivo pretendido com o0s experimentos
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Alguns passos devem ser
considerados para a elaboracdo de um desenho experimental, sendo eles: 1)
definicdo do objetivo do experimento, 2) deteccdo de todos os fatores que possam
afetar o desenho, 3) planejamento dos experimentos, 4) execucdo dos
experimentos, e 5) andlise dos dados obtidos (LEARDI, 2009). Tao logo se tenha as
informacBes necessarias para o planejamento, € possivel escolher o tipo de
desenho experimental que serd aplicado. Dentre os existentes, destaca-se o de

superficie de resposta.

A metodologia de superficie de resposta (RSM) foi desenvolvida por Box e
colaboradores na década de 50 e consiste em um conjunto de técnicas matematicas
e estatisticas que se utilizam no ajuste de modelos empiricos aos dados
experimentais obtidos em relacdo ao desenho experimental. Desse modo, esse tipo
de metodologia permite analisar a influéncia dos parametros sobre uma ou mais
variaveis, descrever o comportamento de um conjunto de dados com o objetivo de
fazer previsGes estatisticas e ainda otimizar respostas (BEZERRA et al., 2008;
MONTGOMERY, 2013). A metodologia de superficie de resposta apresenta duas
etapas distintas em seu processamento, sendo elas: modelagem e deslocamento. A
modelagem consiste no ajuste do modelo matematico (linear, quadratico) as
respostas obtidas. O deslocamento se da sempre ao longo do caminho de maxima
inclinacdo de um determinado modelo, que é a trajetdria na qual a resposta varia de
forma mais pronunciada, com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie
investigada (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Sendo assim, através
dessa metodologia, € possivel analisar a aproximacéo entre a superficie ajustada e
a funcado de resposta verdadeira, permitindo a estimacéo eficaz dos parametros do
modelo (MONTGOMERY, 2013).
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Dentre os desenhos experimentais que se baseiam na metodologia de
superficie de resposta temos aquele proposto por Box e Behnken (BOX; BEHNKEN,
1960). Este pertence a classe de desenhos de segunda ordem baseando-se em
delineamentos fatoriais incompletos de trés niveis, resultando em planejamentos
muito eficientes em termos do numero de execug¢des (FERREIRA et al., 2007;
MONTGOMERY, 2013). Uma grande vantagem desse desenho € que ele nédo
possui combinacdes para cada um dos fatores simultaneamente nos seus niveis
altos ou baixos. Assim sendo, este desenho é Util para aqueles que desejam evitar
pontos extremos de condi¢cdo, evitando que resultados indesejados surjam.
Ademais, leva-se ainda em conta que o desenho € capaz de construir sequéncias
experimentais, estimar modelos quadraticos, detectar falta de ajuste de modelo e
ainda permite utilizacédo de blocos (FERREIRA et al., 2007).

Partindo-se do desenho experimental de superficie de resposta do tipo Box-
Behnken, é simples encontrar as condicGes ideais de trabalho para uma Unica
resposta ou ainda para diferentes variaveis. A funcdo Derringer ou funcdo de
desejabilidade (do inglés desirability function), € uma metodologia bastante utilizada
para otimizacdo de processos, baseando-se na construcao de uma funcéo desejavel
para cada resposta. Assim, as medidas de cada resposta sao transformadas em
uma escala de desejabilidade. Os parametros desejados sédo delimitados e a escala
da funcdo de desejabilidade varia entre d = 0, para uma resposta totalmente
indesejavel, e d = 1, para uma resposta totalmente desejada. Com as
desejabilidades individuais, € entdo possivel obter a desejabilidade de todas as
respostas juntas (D). Essa metodologia traz principalmente economia e objetividade
na otimizacdo de mdultiplos parametros e respostas (DERRINGER; SUICH, 1980;
BEZERRA et al., 2008; CANDIOTI et al., 2014).

VALIDACAO BIOANALITICA E TRATAMENTO DE DADOS

A validacdo de uma metodologia € um processo necessario, capaz de
demonstrar que um método analitico ou bioanalitico é viavel para o uso pretendido e

pode oferecer resultados precisos, exatos e reprodutiveis. Pretende ainda
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demonstrar o quanto um método € capaz de quantificar um analito em uma
determinada matriz (GONZALEZ et al., 2014).

Segundo o Food and Drug Administration, s&o necessarios alguns parametros
para que um método bioanalitico seja considerado valido. Dentre estes parametros
temos: seletividade, precisdo, exatiddo e recuperagdo, curva de calibracéo,
sensibilidade (limites de deteccdo e quantificacdo), reprodutibilidade e estabilidade
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2013).

O primeiro critério para um analista avaliar se a metodologia aplicada esta
adequada é através da seletividade, onde se observa a habilidade de discriminar um

analito frente a outros elementos interferentes (ROZET et al., 2007).

Outro passo fundamental ao processo de validacdo é a selecdo de uma
funcao de calibracdo apropriada. A faixa de calibracdo de um procedimento analitico
deve obedecer a uma faixa especifica, demonstrando uma relacdo entre a resposta
e a concentracado de um analito em uma amostra. Sendo demonstrada uma relacao
entre resposta e concentracdo, diferentes tipos de funcfes e métodos de estimacao
destes parametros podem ser ponderados (SADRAY; REZAEE; REZAKHAH, 2003).
O modelo mais simples que adequadamente descreva a relagdo entre concentracao
e resposta deve ser aplicado (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2013). Nesse
caso, o modelo linear € o comumente preferivel devido a complexidade na utilizacédo
de modelos néo lineares. Contudo, diversos modelos podem ser utilizados, tais
como regressao linear ponderada e transformacdo de resultados, desde que seja
mantido o pressuposto inicial de que o procedimento analitico deve fornecer
resultados adequados e exatos para medicdes futuras (SINGTOROJ et al., 2006;
ROZET et al., 2007).

Apés a delimitacdo do modelo mais adequado aos dados, os demais
parédmetros podem ser estimados, tais como precisdo, exatiddo e sensibilidade do
método (HUBERT et al., 2007).
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Desse modo, a validacdo de um método é um processo fundamental, que
confirma os resultados obtidos para um determinado analito em uma matriz biol6gica

e fornece maior confiabilidade aos resultados (GONZALEZ et al., 2014).






CAPITULO Il
Determination of 1-nitro-2-phenylethane and methyleugenol from Aniba canelilla
(H.B.K.) Mez essential oil in skin permeation samples by optimized headspace solid-

phase microextraction gas chromatography with flame ionization detector

Capitulo apresentado na forma de artigo submetido ao periddico Analytica Chimica
Acta (fator de impacto 4.712).
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O capitulo 2, que no texto completo da dissertacdo defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 54 - 98, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito submetido em periddico cientifico. Consiste na validacdo de metodologia
bioanalitica otimizada por microextracdo em fase solida no modo headspace (HS-
SPME) em cromatografo gasoso com detector de ionizacédo de chama (GC-FID) para
a determinacdo do 1-nitro-2-feniletano (NP) e metileugenol (ME) a partir do 6leo
essencial de Aniba canelilla (H. B. K.) Mez em diferentes amostras provenientes de
estudo de permeacdo cutanea in vitro. A metodologia bioanalitica foi validada com
seletividade, linearidade, precisdo e recuperacdo adequadas sendo capaz de
quantificar os principais compostos do 6leo essencial de A. canelilla em amostras de
permeacao cutanea, constatando elevada permeacao e retencéo no fluido receptor e
derme.
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A casca-preciosa é uma arvore amazonica da familia Lauraceae, conhecida
cientificamente por Aniba canelilla (Kunth) Mez. Apresenta como componentes
majoritarios do 6leo essencial o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol (GOTTLIEB,;
KUBITZKI, 1981; MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001; QUINET et al., 2015).

Na literatura, atividade antinociceptiva, analgésica e anti-inflamatéria foram
atribuidas ao 1-nitro-2-feniletano, sugerindo interferéncia no processo de geracédo de
prostaglandinas e producdo de mediadores quimicos da inflamacédo, e analgesia
periférica (LIMA et al., 2009; VALE et al.,, 2013). Atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva também foram observadas para o metileugenol (YANO et al., 2006;
CHOI et al.,, 2010; XIMENES et al., 2013). Muito embora essas atividades para
ambos o0s compostos tenham sido investigadas, estes estudos somente
consideraram a administracdo pelas vias intraperitoneal ou oral, ndo relatando
qualguer atividade pela via tépica. Até o momento, ndo existem estudos que
correlacionem os efeitos anti-inflamatorios e antinociceptivos do 6leo essencial de

casca-preciosa ou de seus compostos majoritarios pela via topica.

Tendo como base estas caracteristicas, 0os objetivos deste trabalho foram
desenvolver e validar um método bioanalitico otimizado por microextracdo em fase
sélida no modo headspace em cromatégrafo gasoso com detector de ionizacao de
chama (HS-SPME-GC-FID) com vistas a determinacéo e quantificacdo do 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol em amostras provenientes de estudos de permeacao e
retencdo cutanea em células do tipo Franz. As amostras utilizadas no processo de

validacéo foram pele de orelha suina e fluido receptor.

Ressalta-se que o processo de microextracdo em fase solida consiste na
utilizacdo de uma fase extratora capaz de reter os analitos presentes em uma
determinada matriz (PAWLISZYN, 2012). Durante o processo de adsor¢cao ou
absorcao pela fase extratora, diversos fatores podem interferir na extragao, desde a
espessura e o tipo de revestimento da fibra adotados, tempo e temperatura de
extracdo, efeito de forga ibnica, volume do headspace, agitagédo, pH e concentracao
de solvente organico na amostra (CAMARA; ARMINDA ALVES; MARQUES, 2006;
PAWLISZYN, 2012).
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A fim de investigar alguns desses fatores que podem interferir no processo de
extracdo do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol a partir do 6leo essencial de casca-
preciosa, foi feito um desenho experimental do tipo Box Behnken 33, objetivando
investigar e delimitar as melhores condicfes de extracdo para ambos 0S compostos.
Para o0 processo de extragdo se utlizou fibras com revestimento de
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pum de espessura, ja que esse € um tipo de
revestimento comum na literatura e capaz de absorver uma ampla gama de
componentes (MESTER; STURGEON; PAWLISZYN, 2001; PAWLISZYN, 2012).
Ademais, ainda se adotou frascos de analise de 20 mL, objetivando manter uma
proporcao adequada entre volume de amostra e volume de headspace durante o
processo para minimizar o tempo de extracdo (PAWLISZYN, 1999). Quanto a

amostra, empregou-se 1 mL em todas as analises.

O planejamento fatorial Box Behnken 32 investigou a influéncia das seguintes
variaveis sob a extracdo de ambos os compostos: temperatura do banho de
aguecimento (50 a 70 °C), tempo de exposicdo da fibra (10 a 30 minutos) e efeito de
forga ibnica (adicdo de NaCl de 0 a 5% m/v). As respostas consideradas foram as
areas do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol obtidos no equipamento analitico.

Foi possivel adequar equacdes significativas de predicdo de area ao 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol com base na influéncia das variaveis temperatura, tempo e
forca ibnica. Ainda se observou que a temperatura é um fator primordial no processo
de extracdo de ambos os compostos. A elevacdo de temperatura foi capaz de
favorecer a extracdo dos compostos em questdo, reduzindo assim o tempo de
equilibrio necessario a extracdo, conforme ja demonstrado na literatura
(PAWLISZYN, 2012). Entretanto, temperaturas altas despontaram reducdo na
eficiéncia da extragdo, possivelmente devido a diminuicdo na constante de
distribuicdo dos analitos (LORD; PAWLISZYN, 2000; CAMARA; ARMINDA ALVES;
MARQUES, 2006). O tempo de extracdo mostrou-se um fator significativo a extragéo
do metileugenol, possivelmente devido ao maior peso molecular e,
consequentemente, maior tempo em atingir o equilibrio no procedimento de
extracdo. O mesmo ja nao foi observado para o 1-nitro-2-feniletano que atingiu o
equilibrio anteriormente ao metileugenol em detrimento de seu reduzido peso
molecular e alta volatilidade (MILLS; WALKER, 2000; PAWLISZYN, 2012). O efeito
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de forca ibnica foi relevante a ambos 0s compostos, ja que a adicao de sal é capaz
de reduzir a solubilidade de analitos favorecendo o processo de difusdo no ambiente
de headspace até a fibra (NAMIESNIK; ZYGMUNT; JASTRZEBSKA, 2000;
PAWLISZYN, 2012).

Considerando os efeitos acima relatados, apds otimizagdo por funcdo de
desejabilidade (desirability function, D) (DERRINGER; SUICH, 1980), obteve-se que
as condicfes otimas de extracdo que gerariam maiores respostas em area para
ambos 0s compostos no equipamento analitico seriam 53 °C, 21 minutos e adicdo
de 5% m/v de NaCl. Predicbes tedricas com base na equacdo gerada pelo modelo
experimental foram feitas e estas se mostraram bastante semelhantes as predicdes
experimentais, sugerindo que as condicdes de extracdo otimizadas seriam

adequadas, consistentes e aplicaveis.

ApoOs o procedimento de otimizacdo das condi¢cdes de extracdo, procedeu-se
a validacdo de uma metodologia bioanalitica para quantificar o 1-nitro-2-feniletano e
o metileugenol em amostras de pele de orelha suina e fluido receptor. Para tanto,
curvas de calibracdo em uma ampla faixa foram elaboradas e analisadas para
ambos os compostos nas diferentes matrizes, evidenciando, apds regresséo linear
simples por minimos quadrados, que os resultados obtidos para as curvas de
calibracdo apresentavam residuos heterocedasticos e recuperac¢do inadequada,
mesmo com coeficientes de correlacdo elevados (2> 0,98). Esse resultado
inesperado com possivel desvio de linearidade e falta de ajuste do modelo provocou
o interesse em encontrar o0 modelo mateméatico de melhor ajuste aos dados obtidos,
uma vez que o0 emprego de analises estatisticas inadequadas as curvas de
calibracdo podem gerar erros em medidas futuras e imprecisdo nos resultados
(ROZET et al., 2007). Outrossim, esse desvio de linearidade decorre de um ou mais
fatores, tais como diferentes tempos de extracdo dos analitos, caracteristicas
intrinsecas de processos bioanaliticos como presenca de matriz e ampla faixa de
concentracao e presenca de solvente organico, mesmo que em concentracao dentro
da indicada (ALMEIDA; CASTEL-BRANCO; FALCAO, 2002; CAMARA; ARMINDA
ALVES; MARQUES, 2006; SOUZA et al., 2011; SUN et al., 2011). E importante
ressaltar que mesmo se restringindo a curva, ou seja, retirando pontos extremos

superiores ou inferiores da curva de calibragéo, foi constatada a manutencéo desse
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comportamento nao-linear, o que evidencia que alternativas como extrair 0s
compostos da pele e realizar diluigbes com vistas a proceder a analise dentro de

uma faixa estreita ndo solucionariam a heterocedasticidade dos dados.

O FDA salienta que a curva de calibracdo deve-se aplicar o modelo mais
simples e que melhor descreva a relagdo entre concentracdo e resposta (FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 2013). Nesse sentido, varias transformacdes foram
aplicadas as curvas de calibracdo de ambos os compostos, tais como regressao
linear ponderada (1/x, 1/x?, 1/y e 1/y?), Log-Log, Raiz quadrada, Box-Cox, modelo
quadratico, modelo polinomial (2 graus de liberdade) e modelos nao-lineares
(Weibull, Logistico, MMF e Gompertz), visando encontrar aquele que melhor se
adequasse as observacdes obtidas, estabilizasse a variancia e normalizasse 0s

residuos.

Comparando os resultados de todos modelos de regressdo para ambos 0s
compostos nas amostras de pele de orelha suina e fluido receptor notou-se que a
transformacao logaritmica (Log-Log, sendo Logio) foi a que melhor se adequou a
relacdo entre concentracao e resposta do equipamento analitico, sendo, portanto, a
escolhida para ajustar as curvas de calibracdo de ambos os compostos. Esse
modelo de transformacdo proporcionou um r2 elevado, alta porcentagem de
recuperacdo (% RE) em diferentes concentracdes, regressdo e intercepto
significativos, homogeneidade, normalizagdo e baixa soma do quadrado dos
residuos, confirmando a adequabilidade do modelo aos resultados.

Desse modo, a validacdo bioanalitica para o 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol foi realizada através de curvas de calibragdo transformadas em
logaritmos na base 10. A metodologia mostrou-se seletiva, com interferentes
ausentes no tempo de retengdo de ambos os compostos. O limite de deteccéo e
guantificacdo dos analitos se mostraram precisos e exatos, de modo que o limite de
deteccéo e quantificacdo para o 1-nitro-2-feniletano e metileugenol foram 0,84 e 2,08
ug.mL™?, e 0,16 e 0,40 ug.mL™?, respectivamente. Ademais, as precisdes intra e
interdia foram consideradas em conformidade com as diretrizes do FDA,
confirmando que o método é preciso para quantificacdo desses analitos (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2013). Ja os resultados de exatiddo (recuperacao) de
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ambos os compostos foram adequados tanto em pele de orelha suina quanto em
fluido receptor, de modo que o 1-nitro-2-feniletano apresentou desvio padréo relativo
da recuperacao entre 90,47 - 99,94 e o metileugenol entre 91,57 - 101,15%. Efeito
matriz baixo foi encontrado para ambos os compostos em amostras de pele de
orelha suina e fluido receptor (efeito matriz > -3,271%) e baixo efeito de carry-over
foi verificado, permitindo assim a analise aleatéria de amostras com concentragdes
diversas (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2012). A solucdo méae do 6leo
essencial de casca-preciosa apresentou estabilidade em temperatura ambiente e
geladeira e amostras de pele de orelha suina e fluido receptor exibiram estabilidade

em congelador.

Estudos de permeacédo e retencdo em pele de orelha suina por células de
difusdo do tipo Franz foram empregados ao 6leo essencial para avaliar o perfil de
permeacdo dos compostos majoritarios. A retencdo de ambos os compostos foi na
ordem de fluido receptor >> derme >> epiderme >> estrato cérneo. A grande
retencdo do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol do fluido receptor e derme
provavelmente se devem as caracteristicas fisico-quimicas que os tornam grandes
permeantes. Ambos séo lipofilicos, possuem log P de 2,1 e 2,5, respectivamente, e
massa molecular de 151 Da e 178 Da, respectivamente (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2017a, 2017b). Dessa forma, ambos os
compostos possuem Log P adequado a permeacdo, baixo peso molecular e
tamanho, e afinidade tanto para ambientes hidrofilicos como lipofilicos, explicando
assim o grande perfil de permeacédo e retencdo cutanea (MOSS; GULLICK;
WILKINSON, 2015). Dentre as camadas da pele, a grande retencdo na derme
demonstra vantagens significativas, uma vez que essa € a camada de interesse no
tratamento de amenidades topicas como a inflamacéo. Vale ressaltar que € na
derme que se encontram varios tipos celulares responsaveis pelos processos
infecciosos, inflamatorios e de cicatrizagcdo (BENSON; WATKINSON, 2012).

Com base nos resultados abordados, € possivel verificar que a metodologia
otimizada e validada por HS-SPME-GC-FID mostrou-se seletiva, precisa, exata e
adequada a quantificacdo dos compostos majoritarios 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol a partir do 6leo essencial de Aniba canelilla. A validagdo de método

possibilita, assim, o emprego dessa metodologia as futuras quantificacbes dos
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compostos em questdo em amostras de pele de orelha suina e fluido receptor.
Ademais, devido ao elevado perfil de permeacao e retengdo cutanea de ambos o0s
compostos a partir do Oleo essencial de casca-preciosa e por conta das
caracteristicas intrinsecas destes mesmos que 0s tornam bons permeantes, suscita-
se o interesse em verificar a atividade anti-inflamatéria através de aplicagcdo tépica

desse 6leo em estudos futuros.



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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Através do estudo realizado pode-se concluir que:

e Um método seletivo para identificacdo e quantificagdo do 1-nitro-2-feniletano
e metileugenol a partir do 6leo essencial de casca-preciosa em matriz de pele
de orelha suina e fluido receptor foi desenvolvido em cromatografo gasoso
com detector de ionizacdo de chama utilizando fibras de microextracdo em
fase sélida no modo headspace (HS-SPME-GC-FID);

e Como resultado da otimizacdo dos parametros de extracado por HS-SPME de
ambos 0s compostos a partir do 6leo essencial de casca-preciosa atravées de
desenho experimental do tipo Box Behnken 33, obteve-se que as melhores

condi¢Bes foram 53 °C, 21 minutos e adicdo de 5% m/v de NaCl;

e As curvas de calibracio do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol a partir do 6leo
essencial de A. canelila em amostras de pele de orelha suina e fluido
receptor foi aplicada transformacdo logaritmica (Logio), apresentando
homocedasticidade, coeficiente de determinacdo, recuperacdo e residuos
adequados;

e A validagcdo bioanalitica do método por HS-SPME-GC-FID para a
guantificacdo do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol a partir do 6leo essencial
de A. canelila em amostras de pele de orelha suina e fluido receptor se

mostrou precisa, exata e com recuperacdes adequadas;

e Ainvestigacao do perfil de permeacao e retengéo cutanea in vitro do 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol a partir do Oleo essencial de casca-preciosa em
células de difusdo do tipo Franz evidenciou retencdo dos compostos
majoritarios na ordem de fluido receptor >> derme >> epiderme >> estrato
corneo, demonstrando uma elevada retencdo na derme, camada essa de

interesse no tratamento de inflamacdes topicas;

e Estes resultados abrem perspectivas para trabalhos futuros de avaliacdo da

atividade anti-inflamatoria tépica deste 6leo essencial in vivo.
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